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RESUMEN
La reproduccion del hongo entomopatégeno de Beauveria bassiana, es una

alternativa favorable para el medio ambiente y los seres vivos

El uso de este hongo entomopatdgeno es usado como control biolégico eficiente
debido a su alto grado de patogenicidad; donde muchos lugares estan optando por
este método de control para la agricultura.

La Beauveria bassiana se desarrolla entre 20° a 28° C; se encuentra en el ambiente,
agua, suelos y también pueden estar alojados en insectos; contando con las
condiciones favorables su multiplicacion y dispersion es de manera favorable

llegando a causar la muerte del insecto.

Para la reproduccion masiva de la Beauveria bassiana se utilizo tres tipos de sustrato:
arroz, trigo y avena. Anticipadamente se realiz0 la reactivacion de las cepas para

mayor eficacia.

Se observaron el desarrollo de 12 dias y 21 dias, donde su crecimiento fue de manera
normal con las caracteristicas definidas de cada cepa. Tanto en los sustratos de trigo

y avena se tomaron datos a los 15 dias.

El sustrato de mejor rendimiento a las distintas observaciones es del arroz junto a la
C-24, mostrando su optimo desarrollo y encontrdndose dentro de los parametros

establecidos de distintos autores.
En tanto los sustratos de trigo y avena no rindieron bien, debido a la oxidacion.

Las cepas de mejor desarrollo es la C-24 seguido de la C- local finalmente la C-13;
pero en los sustratos de trigo y avena los que se desarrollaron es la C-24, C-13y C-
local.

En cuanto al beneficio muestra una buena rentabilidad en el sustrato del arroz,

afectando este con los demas sustratos.
Palabras claves:

Inoculacién, Beauveria bassiana, reactivacion, entomopatoégeno, sustrato, viabilidad.



SUMMARY
The reproduction of the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana is a favorable

alternative for the environment and living beings.

The use of this entomopathogenic fungus is used as an efficient biological control due
to its high degree of pathogenicity; where many places are opting for this control
method for agriculture.

Beauveria bassiana develops between 20° to 28° C; It is found in the environment,
water, soil and can also be housed in insects; With favorable conditions, its

multiplication and dispersion is favorable, causing the death of the insect.

For the mass reproduction of Beauveria bassiana, three types of substrate were used:
rice, wheat and oats. The reactivation of the strains was carried out in advance for

greater efficiency.

The development of 12 days and 21 days was observed, where its growth was normal
with the defined characteristics of each strain. Data were taken after 15 days in both

wheat and oat substrates.

The substrate with the best performance according to the different observations is rice
together with C-24, showing its optimal development and being within the parameters

established by different authors.
Meanwhile, wheat and oat substrates did not perform well, due to oxidation.

The strains with the best development are C-24 followed by the local C-, finally C-13;

but in wheat and oat substrates, C-24, C-13 and local C- were developed.

As for the benefit, it shows good profitability in the rice substrate, affecting this with

the other substrates.
Keywords:

Inoculation, Beauveria bassiana, reactivation, entomopathogen, substrate, viability.
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1. INTRODUCCION

1.1.Antecedentes
Desde hace tiempo se viene estudiando los hongos entomopatdgenos, ya que los

hongos pueden parasitar y alimentarse del insecto.

Villalba, et al., (2009). Cito que la utilizacion de los hongos entomopatégenos en la
agricultura como un método de control biologico ha ido en aumento en los dltimos
afos, debido al gran potencial que tienen en el manejo de plagas (Téllez, et al.,
2009).

Para desarrollar programas de control de insectos plagas mediante hongos
entomopatdégenos es necesario obtener formulaciones que conserven sus
caracteristicas biologicas al ser utilizadas en el campo (Alves y Pereira 1998), citado
por (Bustillo y Marin 2015).

La produccién de hongos entomopatégenos para el control de insectos plagas, se
viene desarrollando en paises como China, Cuba, Brasil, Perd, Colombia, Costa
Rica, Guatemala, Venezuela y otros (Hussey y Tinsley, 1981; Batista, et al, 1988;
Antia, et al, 1992). (Villalba, et al., 2009).

En México el empleo de bioinsecticidas es a base de Beauveria bassiana, existiendo

varias técnicas de formulacién. Segun (Garcia, et al., 2008).

Aguero, et al., (2009). Cito que la Beauveria bassiana se da a conocer cuando en
1834 Agostino Bassi demostré que el hongo era agente causal de una enfermedad
en el gusano de seda Bombix mori. En América central su uso mas importante ha

sido para el control de la broca de café.

1.2. Planteamiento del problema

¢,Cual tipo de sustrato entre el arroz, trigo y avena influye para la reproduccion
masiva de cepas de conidias del hongo entomopatdégeno Beauveria bassiana, en el

laboratorio, para beneficio de la agricultura?



1.3. Justificacion
Se ha observado que el uso de plaguicidas es muy habitual en los productores,
donde muchos hacen un mal uso de los quimicos; como resultado existe la

contaminacion del ambiente, suelo y salud.

Convirtiéendose en agentes toxicos a largo plazo, que conlleva a mayores riesgos

para la salud.

Ademas, aplicados sobre los cultivos estos agentes toxicos permanecen en minima

cantidad en los productos de consumo, llegando a dafiar nuestra salud.

En la contaminacion del suelo, causa erosion; al usar los plaguicidas en el ambiente
este se va propagando a los alrededores, causando contaminacion en los rios y

aguas subterraneas.

Entonces la reproduccion masiva de Beauveria bassiana, que es un hongo
entomopatdgeno principalmente de la broca del café; se usara como un controlador

bioldgico sin causar contaminacion al ambiente y la salud.

Este manejo bioldgico serd de gran beneficio para el sector productivo, como
también para los agricultores, evitando el uso de agentes toxicos.

2. OBJETIVOS
2.1.0bjetivo general
Evaluar en diferentes tipos de sustratos: arroz, trigo y avena, la reproduccion masiva
de cepas de conidias del hongo entomopatdégeno Beauveria bassiana, en el
laboratorio, para el beneficio en la agricultura.
2.2.0bjetivos especificos
e Evaluar las caracteristicas morfoldgicas de produccién y rendimiento de los
hongos entomopatégenos Beauveria bassiana en tres diferentes sustratos.
e Analizar la viabilidad y la concentracion inoculada, del hongo
entomopatdégeno Beauveria bassiana, en cada sustrato.
e Determinar los costos de produccién parciales para la reproduccion masiva

de conidias de Beauveria bassiana, en los diferentes sustratos.



2.3. Hipotesis

e Ho: Los diferentes tipos de sustratos no influyen en la reproduccion masiva
de Beauveria bassiana.

e Ha: Los diferentes tipos de sustratos influyen en la reproduccion masiva de

Beauveria bassiana.

3. REVISION BIBLIOGRAFICA.

3.1.Uso de la Beauveria en la agricultura
El desarrollo y aplicacidon de agentes de control biolégico de plagas adquiere
relevancia como alternativa en el desarrollo de una agricultura sostenible que
preserve los recursos naturales y el medio ambiente, citado por (Rodriguez, et al.,
2017).

El hongo Beauveria bassiana es considerado uno de los agentes de control
biol6gico con mejor eficiencia en el sector agricola. Existen experiencias de todas
partes del mundo en el control exitoso de varios tipos de plagas, que causan dafio
y grandes pérdidas en el sector. (Chiriboga, et al., 2015).

Logran un buen desarrollo los hongos entomopatégenos, constituyen el grupo de
mayor importancia en el control biolégico de insectos plagas. Practicamente, todos
los insectos son susceptibles a algunas de las enfermedades causadas por estos
hongos. (Monzon, 2001).

Chiriboga, et al., (2015), menciona las diferentes caracteristicas:

¢ Viven naturalmente en el ambiente, suelos o en agua, como asi también
alojados en los insectos, causando su muerte en un plazo aproximado de cinco
a siete dias; con la posibilidad de propagar la enfermedad a otros insectos bajo
condiciones favorables de temperatura y humedad.

e Los entomopatdgenos como Beauveria bassiana, se multiplican y dispersan
dentro del mismo cultivo favoreciendo la accion reguladora de la poblacién de

insectos-plaga.



e Estos permanecen en el area en insectos vivos invernantes; en sus restos o en
el suelo; y pueden ser transmitidos de una generacion a otra del insecto, por
contaminacion de los desoves e infeccion de las crias recién nacidas.

e Los microorganismos pueden ocasionar no so6lo la muerte directa de los
insectos, sino también la disminucién de la oviposicion; viabilidad de los
desoves o aumentar la sensibilidad a otros agentes de control.

e Una vez establecido el entomopatégeno en el area, mantiene la poblacion de
la plaga por debajo de los niveles de dafio econémico.

e Los entomopatdgenos no contaminan el ambiente y no son téxicos para el
hombre y otros animales.

e La aparicibn de resistencia en los insectos hacia los patégenos es
extremadamente baja, comparada con la alta probabilidad de adquirirla, si se

usaran agroquimicos.

3.2.Hongos entomopatégenos

Los hongos entomopatégenos se encuentran en la naturaleza, en rastrojos de
cultivos, estiércol, en el suelo, las plantas, etc.; que se desarrollan en lugares

frescos, humedos y con poco sol. (Monzén, 2001).

Siendo que, en la naturaleza, los hongos entomopatégenos pueden eliminar plagas
0 mantenerlas en niveles que no ocasionan dafios econdémicos a los cultivos

(Azevedo, 1998), que menciond (Rodriguez, et al., 2017).

Los primeros microorganismos que se identificaron como causantes de
enfermedades en insectos fueron los hongos, debido a que era posible observar su
crecimiento sobre el cuerpo de estos. Los hongos patdgenos de insectos, conocidos
como hongos entomopatdgenos, penetran, invaden y se multiplican dentro de los

insectos. (Gongora, et al., 2009).

Giraldo (2007) como se cito en Poma (2011), los hongos entomopatégenos son
organismos heterétrofos (falta de fotosintesis), que poseen células quitinizadas,

normalmente no moviles; destacando comercialmente la B. bassiana (Coledpteros),



V. lecanii (Afidos, moscas blancas y tisanopteros) y M. anisopliae (Homopteros, en
general).

Mejia, et al., (2008). Afirma, El inicio de la infeccidn se realiza por germinaciéon de
las esporas del hongo sobre el tegumento del individuo plaga. La dispersion de las
esporas se realiza a través del viento, la lluvia e incluso individuos enfermos al entrar
en contacto con otros sanos. Normalmente son especies especificas o de amplio

espectro hospedantes (insectos y acaros).

Pero estos organismos dependen generalmente de las condiciones ambientales de
temperatura (25° C) y de elevada humedad relativa para que su desarrollo y accion

patdgena sea la adecuada. (Mejia, et al., 2008).

3.2.1. Caracteristicas de los Hongos Entomopatégenos

Segun Mejia, et al., (2008). presentan las siguientes caracteristicas:
* Alto poder patogénico.

» Capacidad de multiplicacion y dispersion en el ambiente a través de los individuos
de la misma poblacion.

» Se desarrollan a temperaturas entre 20 y 28 °C, pero no a 37 °C, por lo que se

puede deducir que no son dafinos al hombre y animales de sangre caliente.
* Inocuidad para insectos benéficos.

» Crecen rapidamente en medios de cultivo, utilizados cominmente en trabajos
microbiol6gicos.

» Se pueden aplicar con equipos agricolas convencionales. (Parada y Serrano,
1998).

3.2.2. Modo de accion
Mejia, et al., (2008). Afirma segun (Roberts y Humber, 1984; Hajek y St Legar, 1994,
citados por Vargas, s.f.), el proceso de desarrollo de una enfermedad producida por

hongos se divide en 10 pasos:

e Adherencia de la conidia a la cuticula del insecto



e Germinacion de la conidia en la cuticula del insecto.
e Penetracion de la cuticula.

e Crecimiento del hongo en el hemocele.

e Produccién de toxinas.

¢ Muerte del insecto.

e Desarrollo de la fase micelial.

e Emergencia del micelio hacia el exterior.

e Produccion de unidades infectivas.

e Dispersion de las unidades infectivas.

3.3. Beauveria bassiana
Entre los hongos entomopatdogenos mas conocidos esta Beauveria bassiana,
considerada como la especie mas ampliamente distribuida de su género en el
mundo y que forma parte de los entomopatégenos mas destacados debido a su
capacidad de infectar a mas de 200 especies de nueve oOrdenes de insectos.
(Rodriguez, et al., 2017).

El hongo Beauveria bassiana es utilizado exitosamente en muchas regiones del
mundo, como parte de las estrategias del manejo integrado de plagas, por sus
caracteristicas patogénicas para controlar insectos, por su factibilidad de
reproduccion en forma artificial y la rentabilidad de su uso (Esperanza, et al., 2008),
ambientalmente favorable y sin efectos téxicos. (Baeteman, 1997). Citado por
(Villalba, et al., 2009).

3.3.1. Taxonomia
La Beauveria bassiana, es un hongo entomopatdgeno que pertenece a la clase
Sordariomycetes, de acuerdo a la morfologia de la estructura reproductora
(conidial), y de esta manera entra en la clasificacion de los hongos superiores
(hongos imperfectos) y comunmente se encuentra parasitando un alto nimero de

especies de insectos. (Castillo, et al., 2012).

Segun Bio Work, (1996) citado por Cohela, (2009); Beauveria bassiana es un hongo

imperfecto.



De acuerdo con Ramirez, (2020)., citado en (Mauricio, 2019), la Beauveria
bassiana, pertenece al reino de los Fungi (designa a un taxon o grupo de
organismos eucariotas entre los que se encuentran los mohos, las levaduras y los

organismos productores de setas).

Son de la division de las Ascomycota, cuyos hongos con micelio tabicado, producen
ascosporas endogenas; ademas es de la clase Sordariomycetes; esta clase
generalmente produce sus ascas en cuerpos fructiferos periteciales, es conocida
como Pyrenomycetes ya que suelen aparecer en bosques que han sido arrasados

por el fuego.

Pertenece a la orden de las Hypocreales que usualmente se reconocen por sus
brillantes colores, periteciales ascomatas, o estructuras productoras de esporas;
Género de Beauveria y de la especie bassiana, cuyas diversas especies son

tipicamente patdgenos de insectos.
La clasificacion taxondmica se resume de la siguiente manera:

Dominio: Eukaryota
Division: Ascomycota

Subdivisién: Pezizomycotina

Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Beauveria

Especie: Beauveria bassiana

3.3.2. Caracteristicas de la Beauveria bassiana
Las unidades de reproduccion de los hongos son llamadas esporas o conidias, que

usualmente son las que infectan a los insectos. (Géngora et al., 2009)

(Bustillo, 2002; Samson et al., 1988; Alean, 2003), citado por Poma, (2011) El hongo
B. bassiana agrupados o en grupos verticilados, en algunas especies hinchados en
la base y adelgazandose hacia la porcidon que sostiene la conidia, la cual se presenta
en forma de zig-zag; las conidias son hialinas, redondeadas a ovoides y
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unicelulares, de globosas a subglobosas (2-3 x 2.0-2.5 ym) se caracteriza por

presentar un micelio blanco, conidiéforos sencillos, irregularmente.

Raquis en zig-zag

synhemas o grupos fidlide o Célula conidisgena
de conidioforos

muy juntos)

Conidioforo
(Apinados fo«mando

COOD
PHOED

Conidias

Beauveria bassiana

Figura 1. Caracteristicas de la Beauveria bassiana.

Como sefiala Gomez, et al., (2014). Son colonias blancas que se vuelven crema,
amarillo palidas, incoloras al reverso, amarillas o rojizas, en medio Papa —Dextrosa
— Agar (PDA) o Agar Papa Dextrosa y presentan aspecto pulverulento, abundante

esporulacion.

Como hace notar Schapovaloff, (2012). Las colonias crecen de 0,6-2,3 cm en 8 dias
a 20 °C, de color blanco con una apariencia pulverulenta con abundantes conidios
(Domsch y Gams, 1980). La germinacién de los conidios requiere de una
temperatura optima de 25-30 °C (minimo de 10° C y maximo de 30° C), el pH 6ptimo
para su crecimiento es de 5,7- 5,9 y para la formacion de conidios de 7-9 (Domsch
y Gams, 1980).



Las principales ventajas de los HE son (Kamp y Bidochka, 2002; Glare, 2004) citado
por: (Escamilla, et al., 2016).

e Presentan grados variables de especificidad, pueden ser especificos a nivel
de familia o especies muy relacionadas.

¢ Siel entomopatdgeno encuentra las condiciones adecuadas para introducirse
y colonizar un ecosistema, se reproduce y renueva en forma continua, es
decir, se vuelve persistente, haciendo innecesarias nuevas aplicaciones.

e Se pueden aplicar mezclas de hongos entomopatégenos con dosis subletales
de insecticidas, logrando efectos sinérgicos superiores a los logrados con
aplicaciones de cada producto por separado.

¢ No contaminan el medio ambiente ni afectan al hombre u otros animales
superiores.

e Cuando el hongo no llega a causar la muerte directamente, se presentan
efectos secundarios que alteran el desarrollo normal del ciclo de vida del

insecto.

Las principales desventajas descritas por (Cafiedo y Ames, 2004). Destacado por
Alberto. (2016).

e Sensibilidad a la variacién de las condiciones climaticas como temperaturas
extremas, desecacion y luz ultravioleta.

e Requieren de condiciones de almacenamiento mas exigentes que las
moléculas inorganicas, para evitar que pierdan su patogenicidad.

e En general los insecticidas bioldgicos no matan instantaneamente.

¢ Alcanzan buenos niveles de control entre una y tres semanas después de la

aplicacion, dependiendo de la plaga y del ambiente.

Para que la manifestacion de los hongos entomopatdgenos tenga lugar, los factores
bidticos y abidticos tienen una enorme influencia. La susceptibilidad y la relacién
con los hospederos se relacionan con los nutrimentos presentes en los insectos,
que son el medio para la propagacion, dispersion y persistencia de los hongos.
(Delgado, y Murcia. 2011).



3.3.3. Ciclo biolégico
Desde el punto de vista de Cabello, (2006).

e La espora germina sobre el tegumento, rara vez, es ingerida via oral.
e Las hifas colonizan todo el hemocele del insecto.
e En condiciones favorables, se producen estructuras que salen del

insecto y se produce la fructificacion.

Carballo et al., (2004) que cito Flores Choquehuanca, (2009) indica que el ciclo de
vida de B. bassiana comprende dos fases, una patogenica y la otra saprofitica. La
fase patogenica involucra cuatro pasos principales: Adhesion, germinacion,
diferenciacion y penetracion. La fase saprofitica ocurre dentro del hemocele con un
crecimiento profilico del hongo.

Segun (Delgado 2008), citado por Poma (2011), el ciclo de B. bassiana se divide en
fase infectiva y fase reproductiva, (Figura 2). La fase infectiva se desarrolla desde
la germinacién de la espora sobre el integumento del insecto hasta su muerte,
donde los factores para el crecimiento estan relacionados con las condiciones
nutricionales, temperatura y humedad que le ofrece el huésped. La fase
reproductiva se manifiesta después de la muerte del insecto, y cumple dos etapas:
miceliacién y esporulacion, donde las condiciones de humedad y la humedad son

estrictas para su manifestacion.

— -
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Figura 2. Ciclo reproductivo de la Beauveria bassiana.
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3.3.4. Germinacion de la espora

Volcy y Pardo, (1994) como se cité Foronda (2009) Se entiende por germinacion el
proceso mediante el cual una espora emite uno o varios pequefios tubos

germinales, los cuales por crecimiento y alargamiento dan origen a las hifas.

Figura 3. Germinacién de esporas: A) Esporas levemente ovaladas. B) Hifas
septadas. C) Conidioforo simple. D) Proliferacion del conidiéforo. E)
Esquema de maduracion.

Tanada y Kaya, (1993) como se cité Foronda (2009) La germinacién de las esporas
en gran parte depende de la humedad ambiental y temperatura. Y en menor grado

de las condiciones nutricionales y de luz.

Guillespie, (1988) como cit6 Foronda (2009) El nivel de agua determina el
crecimiento de los hongos y pequeiias diferencias en el nivel de humedad relativa,
después de la aplicacion de conidios se puede determinar de un modo u otro el éxito

del hongo en el control de insectos plaga.

Samson et al.,, (1988) como se citd6 en Foronda (2009). El resultado de la

germinacion del hongo y la penetracién no depende necesariamente del porcentaje
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total de germinaciéon sino del tiempo de duracion de la germinacién, modo de
germinacion, agresividad del hongo, el tipo de espora y la susceptibilidad del
hospedero.

Para la verificacion de la germinacion de los agentes entomopatégenos con los
hongos, se evalla el crecimiento radial, a través del diametro de las colonias y el

namero de conidios producidos. (Tanzini et al., 2001).
3.3.5. Viabilidad de la Beauveria bassiana

El objetivo de la prueba de viabilidad es el tiempo de germinacion de las esporas de
los hongos en estudio, ya que se requiere que la germinacion de las esporas sea
mayor o igual al 85% en menos de 24 horas, debido a que las aplicaciones en campo
requieren condiciones ambientales diferentes a las aplicaciones en laboratorio.

Destacado por Mejia et al., (2008)

La germinacién de las esporas en gran parte depende de la humedad ambiental y
temperatura y en menor grado de las condiciones de luz y nutricionales (Tanada y
Kaya 1993; citado por Alean, 2003). Poma. (2011).

Bahamon, et al., (s. f.). Afirma: Encontrandose que, a menor temperatura de
preservacion, la viabilidad se mantiene estable hasta las 24 semanas de

almacenamiento con un resultado de 67.3% de germinacion.

Barajas, et al., (2009). Afirma que: Para evaluar la viabilidad de las esporas, se vacia
un mililitro de dilucion de esporas en cajas petri, conteniendo como medio de cultivo
agar PDA en una pelicula delgada; se marca el espacio mojado durante 24 horas;
se observaran ante el microscopio y se toma el criterio para espora germinada, toda

aguella espora que mostrara de manera visible el tubo germinativo.
3.4.Produccion de Beauveria bassiana

Segun Monzon (2001), citado por Carrefio (2003); la producciéon de hongos
entomopatdégenos se basa en la multiplicacion masiva del hongo y sus estructuras

reproductivas en un sustrato. (Mejia et al., 2008).

Caballero. (2014). afirma que: En general se emplean cuatro formas de produccion;

-12 -



e Cultivos sobre soportes sdlidos en bandejas, frascos o bolsas.

e Cultivos liquidos agitados en zaranda. (fermentacién sumergida)

e Cultivos liquidos en condiciones estaticas (frascos)

e Cultivos bifasicos, donde se realiza el in6culo en forma liquida agitado
0 estatico y posteriormente se pasa al soporte sélido

Los métodos de produccion desarrollados incluyen desde la multiplicacién artesanal
realizada por los mismos productores, la produccién semi-industrial a mediana
escala, hasta la produccion industrial a gran escala que se realiza en empresas mas
grandes o compafias, para la cual se requiere de reactivos y equipos mas

especializados, como sefiala Monzon. (s. f.).

Como lo hace notar Antia et al., (1992). La siembra consiste en tomar un trozo del
cultivo puro (raspaje del plato) y esporulado e introducirlo en las botellas, plasticos,
etc. Con el medio esterilizado para que el hongo se multiplique; donde no haya

corriente de aire, y no sea frecuentado por muchas personas.

Rodriguez et al.,, (2017). Menciona para la produccion masiva de hongos
entomopatdégenos cominmente se usa como sustrato sélido el grano de arroz
(Oryza sativa L.) por mantener las condiciones fisicas con una adecuada superficie
efectiva para el crecimiento micelial, un adecuado balance nutricional y algunas
condiciones especificas acordes a los requerimientos del aislamiento en términos

de aireacion y humedad (Bhanu-Pakrasha et al., 2008).

Otros sustratos comunmente utilizados son: cebada, avena, frijol, sorgo, trigo, soya,
mijo, cacahuate, garbanzo, lenteja, chicharo, caupi (frijol africano) y estiércol de
vaca (Figueroa et al., 2007; Saha-yaraj y Namasivayam, 2008; Bhadauria et al.,
2012; Gang-war 2013). Citado por Rodriguez et al., (2017).

3.4.1. Reactivacion de la Beauveria bassiana

Es conocido el procedimiento para mantener la virulencia constante mediante
inoculacién del hongo a un insecto hospedero vivo y su posterior re-aislamiento una
vez muerto el mismo. La frecuencia de estos pases por insectos esta dada por las

veces que la cepa puede ser multiplicada sin perder su virulencia recomendandose
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generalmente hacerla cada 3 6 4 pases por medio de nutriente natural o sintético.

Expresado por (Mejia et al., 2008).

Desde el punto de vista de Castillo et al., (2008). Se deben seguir los siguientes

pasos:

e Localizacion de micelios de B. bassiana en cerezas de café (sustrato
natural).

e Aislamiento, purificacion de la cepa y valoracion de la calidad:
viabilidad, patogenicidad y concentracion [n° conidias/g].

e Siembra del hongo en el medio esterilizado o sustrato.

Figura 4. Localizacion del micelio en la cereza del café.

3.5.Costos de produccion de la Beauveria bassiana

El hongo entomopatégeno Beauveria bassiana en cuanto a su produccién semi
industrial masiva es econdmicamente manejable, sus costos varian segun el lugar,

la consistencia y la presentacion.

Poma, (2011). Menciona sobre los costos que variables de produccion de un
promedio de: 4.40 Bs/bolsa de 200 g, sin contar con los costos fijos; basado en el
mes de abril del 2010.

En el laboratorio de fitopatologia de la facultad de Agronomia, se realiza la venta

del hongo entomopatégeno B. bassiana basandose a Bs 20, la bolsa de 200 g.
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4. LOCALIZACION.

El presente trabajo de investigacion se realizé en los ambientes del laboratorio de
fitopatologia, que se encuentra en la Facultad De Agronomia De La Universidad

Mayor De San Andrés. De la ciudad de La Paz.

Su ubicacion estd situada aproximadamente a una altura de 3650 msnm,
geograficamente situada entre los paralelos 16°30°00” latitud Sur, y 68°0800”

Longitud Oeste del Meridiano de Greenwich.

-16.506164, -68.132712
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Figura 5. Ubicacion geogréfica del estudio.
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5. MATERIALES Y METODOS.
5.1. Materiales
5.1.1. Material biolégico:

Grano de café

Broca (Hipothenemus hampei)
Arroz; trigo y avena

Hongo:

e Beauveria b. local;
e Beauveriab. C-24;

e Beauveria b.C-13.

5.1.2. Material de laboratorio:
e Camara flujo laminar
e Céamara de neubauer
e Agitador magnético
e Autoclave
e Microscopio
e Mufla

e Micro ondas

e Mechero
e Balanza
e Pinzas
e Bisturi

e Azade platino
e TermoOmetro

e Pincel
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5.1.3. Cristaleria
e Portay cubre objetos
o Caja Petri
e Vaso de precipitado
e Matraz

e Pipeta

5.1.4. Reactivos
e Agua destilada
e Papa dextrosa agar (PDA)
e Hipoclorito de sodio

e FEtanol

5.1.5. Varios
e Papel absorbente
e Papel madera
e Plastifim
e Bolsa de polipropileno
e Engrampadora
e Fosforo
¢ Cinta masquin
e Bafiadores
e Toalla
e Esponja

e Detergente

e Olla
e Bandejas
e Zaranda

e Camara fotografica

e Guardapolvo; barbijo, gorro y guantes

-17 -



5.1.6. Material de escritorio
Computadora; cuaderno; boligrafos; papel.

5.2.Metodologia
5.2.1. Preparaciéon y reconocimiento de los ambientes

La reproduccion masiva de Beauveria se realizo en el laboratorio de fitopatologia;
del mismo modo el reconocimiento de la ubicacion de los materiales, equipos e

instrumentos.

Como siguiente paso se realizo la limpieza general del laboratorio y la desinfeccion
con hipoclorito de sodio. Con los materiales de cristalerias se procedi6 a la

esterilizacion al autoclave.
5.2.2. Reactivacion del hongo

Para la reactivacion del hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana, se debe seguir

una serie de pasos, donde se detalla a continuacion:

e Realizar la limpieza del lugar trabajo, con hipoclorito de sodio al 70%.

e Se recolecta granos de café, infectados con broca, de la estacion
experimental de Sapecho.

e Realizar la extraccion de las brocas de los granos de café, con la ayuda del
microscopio para mayor visibilidad.

e Una vez obtenidas las brocas se las deposita en la caja Petri, donde se
encuentran preparadas en camas con papel absorbente picado; ayudando a
la absorcion de la humedad.

e Se realiza la limpieza de las brocas obtenidas:

Con la solucion de hipoclorito de sodio al 0.5%, se realiza el lavado de las
brocas de café, durante 10 minutos; seguidamente se realiza el triple
enjuague con agua destilada en tiempos de 5 minutos, para la absorcién de
la humedad poner las brocas de café en papel toalla.

e A continuacion, se prepara la suspension de los diferentes tipos de hongo

entomopatdégeno de Beauveria bassiana de un raspaje (aproximadamente de
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5 mm3) con el aza de platino se deposité en un recipiente de vidrio con agua
destilada de 10 ml.

Se deposita 10 brocas de café en cada recipiente con la solucion preparada;
se deja reposar por 2 minutos.

Previamente las cajas petri esterilizadas se pone una cama de papel toalla
humedecida, para introducir las brocas de café ya reposadas en la
suspension del hongo entomopatdgeno; terminando el procedimiento se
realiza el sellado de las cajas con sus respectivos datos.

Las muestras realizadas se dejaron por 2 semanas para su reactivacion.
Para la obtencién de un cultivo puro se prepara el medio de cultivo con PDA
(papa dextrosa agar) de 50 ml, este medio de cultivo se deposita en las cajas
Petri esterilizadas; se introducen 3 brocas a cada caja de los diferentes
hongos entomopatdégenos. Para su éptimo desarrollo de reproduccién se
deja reposar por 21 dias.

Para la obtencion de su pureza del hongo entomopatdégeno se prepara
nuevamente el medio de cultivo (PDA), realizando la inoculacién de las cepas
del hongo del anterior medio de cultivo.

En la preparacion del cultivo madre con los sustratos, se realiz la inoculacion
de la cepa con el cultivo puro obtenido anteriormente.

Para esto preparamos las bolsas de polipropileno con el sustrato de 100
gramos previamente cosido. Una vez listas las bolsas se las engrampo y se
las llevo al autoclave por 15 minutos a 1.5 atm.

Cafiedo, y Ames. (2004). Afirma, Pasado el tiempo se las deja enfriar y llevar
a la camara de flujo laminar, donde el uso de los rayos de luz ultravioleta
(U.V.) es eficaz para eliminar organismos que se encuentran sobre
superficies, ya que este tipo de luz tiene poca penetracion.

Seguidamente se realiza la desinfecciébn de la camara y realizamos la
inoculacion de la Beauveria nuevamente las engrampamos y las dejamos por
21 dias.

Ya obteniendo el cultivo madre se volvié a sembrar en medio de PDA. Por 15

dias mas para su obtencion.
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Figura 6. A) Extraccion de la broca. B) Brocas infestadas con Beauveria
bassiana. C) Broca con Beauveria bassiana en PDA. D) Cultivo puro de
Beauveria bassiana.

5.2.3. Preparacién de las bolsas

Para la preparacion de las bolsas se debe de realizar la seleccién de las impurezas
de los sustratos, como piedrecillas, granos en mal estado, cascaras; y el lavado

para perder las impurezas.

La preparacion del sustrato sera diferente para cada tipo: el arroz por cada 100 g/50
ml de agua, y la coccion sera por 10 min aproximadamente. El trigo se lavd con

agua caliente y se quité el exceso del agua; la avena solo se lavé con agua fria.
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Listo ya las bolsas de polipropileno por bolsa se pesé 100 gramos de sustrato, de

cada sustrato se obtuvo 9 bolsas. Seguidamente se las sello con la engrampadora.

Las bolsas fueron llevadas al autoclave, son esterilizadores a presion de vapor de
agua. Murillo. (2014). Por 15 minutos a 1.5 atm. Pasado el tiempo se las dejo enfriar

para llevar a la camara flujo laminar.

Figura 7. A) Selecciéon de impurezas. B) Embolsado. C) El pesajey
autoclavado de las bolsas.
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5.2.4. Inoculacion de las cepas de Beauveria bassiana

En la inoculacion de las cepas se debe de realizar previamente la esterilizacion en
la cadmara flujo laminar con rayos UV durante 15 minutos; todos los implementos de

laboratorio a utilizar.

Se realiza el raspaje de la cepa madre con el aza de platino previamente ya
flameada, realizando la inoculacién a las bolsas de los sustratos, se las sello
nuevamente, y tomando registro de los datos. Las bolsas inoculadas se las agitaron

para su diseminacion total de las cepas y aceleracion en la germinacion.

El seguimiento se realiz6 durante 21 dias, observando con factibilidad su

esporulacién de conidias.

Figura 8. A) Camara flujo laminar. B) El aza de platino previamente flameada
paralainoculaciéon. C) Esporulacion de la Beauveria bassiana en el sustrato
del trigo.

5.2.5. Secado y cosecha del hongo entomopatégeno Beauveria

bassiana

Luego de tres semanas se vaciaron las bolsas en bandejas, para que sequen a

temperatura ambiente.
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Para su cosecha realizamos la frotacion de los granos, seguidamente pasamos por

una zaranda para extraer el polvillo (hongo entomopatégeno Beauveria bassiana).

Monzon (2001), resalta que al finalizar el proceso de produccién se procede a
evaluar el rendimiento, el cual se refiere a la calidad de granos en polvo cosechado
y el nUmero de conidias gramo de polvo cosechado.

Figura 9. A) Bolsa de sustrato lista para la cosecha. B) Cosecha del sustrato
del arroz y trigo.

5.2.6. Evaluacion del hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana

Para realizar la evaluacion del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana,
pesamos 0,5 gramos del polvillo de Beauveria b. cosechada. Previamente se

preparan tubos de ensayo, con 10 ml de agua destilada.

Monzén (s. f.) recomienda la preparacion de diluciones en serie de 10 1 - 10 6, se
obtiene transfiriendo con una pipeta estéril un ml de la solucién al siguiente tubo que
contiene 9 ml, agitando durante 1 min, esta operacion se repite hasta 10 6. Como

se muestra en la (Figura 10)
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Figura 10. Preparacion de las disoluciones.

La muestra pesada de la Beauveria b. se introduce al agua destilada, se agita
durante 2 min para su disolucion. De esta dilucion se extrae 1 ml y se pasa al

siguiente tubo de ensayo; este procedimiento se siguid hasta la disolucion 6.

De cada disolucién se puso aproximadamente 0.001mm, en la camara de neubauer,
donde consta de dos reticulos cada uno consta de nueve cuadrantes, cada
cuadrante tiene 25 celdillas y cada una de 16 mini celdillas.
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Figura 11. Descripcion de la camara de neubauer.

El conteo se realiz6 de un cuadrante (Figura 12) donde se tomaron cinco celdillas
como promedio para el conteo, las disoluciones colocadas en la camara se

observaron por el microscopio, llegando al factor de 40X.
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Figura 12. Conteo de conidias.

El conteo de las conidias se realiz6 de los tubos de ensayos con en el nimero de

disolucidon mas visibles de contar.

La viabilidad se tomé en cuenta sembrando la cepa en el medio de cultivo de PDA,
dejando por 24 hrs, pasado el tiempo se cort6 en pequefas alicuotas, seguidamente

se observa por el microscopio.

Figura 13. Conidias germinadas.

Para el calculo de concentracion de conidias se obtuvo el promedio del conteo de

los cuadrantes y las diferentes repeticiones; obteniendo el resultado final.
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5.3. Variables de respuesta

De los resultados obtenidos, considerandose de gran importancia se tomaron las

siguientes variables de respuesta.
e Tiempo del sustrato

Observando el comportamiento del porcentaje de crecimiento del hongo, durante
los 21 dias, denotandose sus cambios fisicos, tanto en los sustratos como en el

medio de cultivo.
e Crecimiento

El crecimiento se determiné por el porcentaje de desarrollo poblacional de la
Beauveria bassiana. Donde su procedimiento se dio en diferentes categorias de

cuatro divisiones.

Registrando que sustrato presenta mayor desarrollo de estructuras morfolégicas de

cepas.
e Peso

Una vez realizado la cosecha, se obtuvo la Beauveria en polvo blanco, se procedié

a pesar cada bolsa obteniendo el peso total de cada sustrato.
e Viabilidad

Para la viabilidad se prepar6 el medio de cultivo de PDA, inoculado de Beauveria
se dejo por 24 hrs, a partir de esto se observé mediante el microscopio su

germinacioén y se cuantifico su viabilidad.
El porcentaje de viabilidad se determiné con la siguiente féormula:

% G . ., N°de Conidias Germinadas 100
erminacion = %
° © N°de Conidias Totales

e Concentracion

La concentracion se realiz6é con la disolucion de cepas de Beauveria bassiana en

agua destilada, usando la cAmara de neubauer y usando la siguiente formula.

-26 -



C =N x Dilucion empleada x factor de camara
Donde:

C = concentracion que se desea conocer
N = numero promedio de esporas por cuadrante
factor de cadmara = 40X

e Costos de produccion

El costo de produccion se obtuvo por el material e insumos utilizados con mucha
frecuencia, excepto que algunos insumos no fueron contados por motivo que se

proporcion6 en el mismo laboratorio, el costo se evalu6 por bolsa de produccion.
5.4. Disefio experimental

En el experimento realizado se utilizé el DISENO COMPLETAMENTE AL AZAR
CON DOS FACTORES, teniendo nueve tratamientos con tres repeticiones, con un

total de 27 unidades experimentales.

5.4.1. Modelo lineal
Yijk = p + ai + Bj + (a B)ij + Eijk
Donde:
Yijk = Una observacion cualquiera.
M = Media general.
ai = Efecto del i-ésimo nivel del factor A.
Bj = Efecto del j-ésimo nivel del factor B.
(a B)ij = Interaccion del i-ésimo nivel del factor A con el j-eésimo nivel del factor B.

€ijk = Error experimental.
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5.4.2. Factores de estudio

Cuadro 1. Factores de estudio.

Factor A: Sustratos

Factor B: Cepas de Beauveria

A1= Arroz
Az =Trigo

As = Avena

B1= Cepa local
B2= Cepa 24

Bs=Cepa 13

5.4.3. Tratamientos

Ti=A1B1

T2=A1B2

Ts=A1Bs3

Ta=A2B1

Ts=A2B2

Te= A2 Bs

T7=A3B1

Ts= Az B2

To= A3 Bs

5.4.4. Croquis del experimento

Cuadro 2. Croquis del experimento.

Tratamientos

I T6 T7 T4 T9 T3 T6 T4 T1 T2
1 T5 T3 T1 T7 T4 T5 T1 T9 T7
11 T2 T2 T6 T8 T5 T3 T8 T9 T8
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5.4.5. Analisis estadistico

Para la realizar el analisis estadistico se usaron las diferentes pruebas: Analisis de

varianza, analisis de interaccion entre factores y Duncan.
Donde los datos se tabularon e interpretaron en cuadros y figuras.

Con la verificacion del coeficiente de variacion, comprobando el rango de

aceptacion.

Para el cual se us6 el programa de Info Stat, con el cual se realizo la tabulacion de

los datos

6. RESULTADOS Y DISCUSIONES.
6.1. Resultados
6.1.1. Caracteristicas de comportamiento de inoculacién en el medio de

cultivo

La inoculaciéon en el medio de cultivo sintético Papa Dextrosa Agar, (PDA)se dio con

crecimiento abundante, en las cajas petri.

En cuanto a la contaminacién de medios se observo el hongo saprofito Aspergillus
sp, descartando inmediatamente estos medios contaminados.

Su desarrollo se dio a los 12 dias, de manera normal, con caracteristicas visibles de
coloracibn de amarillo cremoso a cremoso intensos, teniendo la consistencia

algodonosa.

Con anillos concéntricos, teniendo crecimiento basal y aérea llegando hasta la
superficie de la caja petri, sin ningun problema de crecimiento lento. Como se

muestra en la siguiente (figura 14)
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Figura 14. B. bassiana en medio de cultivo PDA: A) C- Local, B) C- 221‘;‘C) C-
13

GOmez et al. (2014) considera que las caracteristicas son: Colonias blancas que se
vuelven crema, amarillo palido, incoloras al reverso, amarillas o rojizas en medio

Papa-Dextrosa-Agar, o Agar de papa.

Desde el punto de vista de Foronda. (2009) Los tratamientos que mostraron un

mejor desarrollo adecuado en corto tiempo es en el medio nutritivo de PDA.

Por otro lado, Monzén. (s.f.), demuestra que el crecimiento y produccion del hongo
en platos petri, entre 4 a 6 dias el hongo entomopatégeno ya se desarrolla
completamente en el medio de cultivo de PDA, durante este periodo se observa el

crecimiento del micelio y la produccién de conidias.

6.1.2. Caracteristicas de comportamiento de inoculacion en los
sustratos

Las cepas de la Beauveria bassiana presentaron las siguientes fases: 1)
Germinacion de conidias; 2) Inicio de micelio de aspecto algodonoso abundante, no
muy compactas con sus coloraciones; 3) Cubrimiento de micelio de forma
abundante y compacta; 4) Conidiogénesis, con formacion de conidioéforos y conidias
del hongo; 5) Liberacion de conidias, de aspecto pulverulento.

Desde el primer dia que se realizd la inoculacion se dio el seguimiento de los
sustratos, donde:
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Se vio el crecimiento y desarrollo del hongo entomopatogeno, tomando datos hasta
los 21 dias consecutivos, la medicién se realizé por separacion de cuadrantes
observandose el porcentaje de crecimiento del micelio, y con medias de promedios

se obtuvieron los datos finales.

Figura 15. Desarrollo del hongo: A) sustrato de arroz, B) sustrato de avenay
C) sustrato de trigo.

Del mismo modo Monzén (s. f.), empleando las palabras de (Humphreys y coautores
1989, Sarh, 1994 citado por Secretaria de Agricultura Ganaderia y Desarrollo Rural,
1997), sefalando que las conidias aéreas de entomopatdégenos se obtiene

masivamente en cultivos de sustratos solidos, generalmente granos precocidos.
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A su vez la (Secretaria de Agricultura Ganaderia y Desarrollo Rural, 1997) citada
por Monzén (2001), sefiala que las condiciones ambientales y otros factores influyen
en la morfogénesis de los hongos como: la temperatura, pH, relacion C/N, actividad

del agua, concentraciones del oxigeno, condiciones de iluminacion.

De igual manera Castillo, et al., (2012), muestra que presentaron colonias de
aspecto algodonosa al principio, que luego se tomaron pulverulentas con superficie
semielevadas y crecimiento moderado; donde las colonias presentaron color blanco

que durante el crecimiento micelial fue tomando un color amarillento.
6.1.2.1. Porcentaje de desarrollo de las cepas alos 12 dias

Los resultados obtenidos nos muestran un mayor porcentaje de desarrollo del hongo

en el sustrato de arroz, seguido del trigo y avena.

Por tanto, se observa que el mejor sustrato es el arroz con el promedio mas alto en
cuanto a su porcentaje de mayor crecimiento del hongo; a su vez, en el desarrollo
de las cepas se verifica que el mejor crecimiento es la cepa -24, el mismo, en los

diferentes sustratos tuvo mayor porcentaje en su crecimiento.

Los promedios bajos en sustrato se observaron en avena, y en cuanto a las cepas

se observo la cepa -13 en arroz y la cepa local en la avena y trigo.

En el cual las cepas que dieron mayor porcentaje es la cepa - 24 en arroz con un
promedio de 81,67%, en el sustrato del trigo el mayor promedio es de 65% y en
avena con 55%; el menor porcentaje en arroz con la cepa -13 con 71,67% y la cepa
local en trigo 45% y 30% en avena. Como nos muestra en la siguiente (figura 16).
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MEDIAS DEL DESARROLLO A LOS 12 DIAS
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Figura 16. Medias de desarrollo del hongo entomopatégeno.

Foronda (2009) da a conocer que el crecimiento en desarrollo del hongo

entomopatdégeno es adecuado en 12 dias.

En cuanto al desarrollo de los cultivos es favorecido si la temperatura predominante
del cuarto de maduracién esta entre 25° y 30°C. en estas condiciones los cultivos
pueden completar su desarrollo en un promedio de 12 dias. Haciendo notar Antia
et al. (1992).

Asi mismo Bahamén, et al., (s. f.), nos muestra que el rango del desarrollo de las
cepas, durante las primeras semanas se encuentra entre 70% a 85%, en granos pre

cocidos, y con las adecuadas condiciones.
6.1.2.1.1. Andlisis de varianza a los 12 dias de desarrollo

En el cuadro se puede observar que hay diferencia entre los factores A y B,
mostrandonos que hay independencia entre los sustratos y las cepas, demostrando
gue la interaccion de los factores permite alcanzar diferencia de porcentaje de

desarrollo de hongos en los sustratos.

El coeficiente de variacién nos da un 7.28 %, el cual nos demuestra que tuvimos un

buen manejo de las unidades experimentales.
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Cuadro 3. Analisis de varianza a los 12 dias de desarrollo.

F. V. SC GL CM F P — valor
SUSTRATO  5090,74 2 2545,37 144,68 <0,0001 *
CEPA 1451,85 2 725,93 41,26 <0,0001 *
SUST *CEP 259,26 4 64,81 3,68 0,0232 *
ERROR 316,67 18 17,59
TOTAL 7118,52 26
Cv=7.28

Debido a la independencia de los factores realizamos las pruebas Duncan. Con las
medias de los sustratos y cepas. Como se vio en el (Cuadro 3) a continuacion, se
ve la diferencia entre el mejor y menor porcentaje de desarrollo de las cepas.

Cuadro 4. Prueba Duncan con error de 1,40.

SUSTRATO MEDIAS DUNCAN

ARROZ 75,56 A

TRIGO 55,00 B

AVENA 42,22 C
CEPA MEDIAS DUNCAN

C-24 67,22 A

C-13 56,11 B

LOCAL 49,44 C

De acuerdo con Alberto (2016), El hongo entomopatdégeno Beauveria bassiana,
tiene un promedio de infestacion de 51,95% y 45,75% respectivamente en

condiciones medianamente favorables.

El cudl nos indica que estamos con un buen manejo, superando los promedios

citados, donde los rendimientos mas bajos se encuentran en los parametros.
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6.1.2.2. Porcentaje de desarrollo de las cepas alos 21 dias

De igual manera se observo el porcentaje del desarrollo de las cepas a los 21 dias,
semejantemente ocurre igual al de porcentaje de desarrollo de 12 dias, en el cual el

mejor sustrato es el arroz, seguidamente del trigo y avena.

En cuanto a las cepas el mayor porcentaje de desarrollo de cepas se dio con la cepa
-24 con un promedio de 96,67% en arroz, 71,67% en trigo y 60% en avena; la cepa
gue tuvo menor incidencia es la cepa -13 en arroz con 91,67% Yy la cepa local en

trigo con 50% y 33,33% en avena.

% DE DESARROLLO A LOS 21 DIAS
120,00
100,00
80,00

60,00

% de desarrollo

40,00
20,00

0,00
ARROZ TRIGO AVENA

SUSTRATO

== OCAL C-24 C-13

Figura 17. Porcentaje de desarrollo a los 21 dias.

6.1.2.2.1. Anédlisis de varianza a los 21 dias de desarrollo

Se puede observar que los factores de sustrato no son dependientes, mostrando
gue su interaccion es significativa, lo cual significa, que tanto el sustrato como la

cepa si son influyentes en su porcentaje de desarrollo.

Teniendo en cuenta con el coeficiente de variacion que nos dio de 3,81%, que nos

indica que si llevamos un buen manejo en el laboratorio.
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Cuadro 5. Analisis de varianza a los 21 dias de desarrollo.

F. V. SC GL CM F P — valor
SUSTRATO 10668,52 2 5334,26 823,00 <0,0001 *
CEPA 1357,41 2 678,70 104,71 <0,0001 *
SUST *CEP 464,81 4 116,20 17,93 <0,0001 *
ERROR 116,67 18 6,48

TOTAL 12607,41 26

Por consiguiente, elaboramos las pruebas Duncan, demostrando con las medias

tanto de sustrato y cepas, de cual es el mejor promedio de desarrollo de las cepas.

Cuadro 6. Pruebas Duncan con error de 0,85

SUSTRATO MEDIAS DUNCAN

ARROZ 93,89 A

TRIGO 60 B

AVENA 46.67 C
CEPA MEDIAS DUNCAN

C-24 76,11 A

C-13 65,56 B

LOCAL 58,89 C

En general se observo las comparaciones de los que tuvieron los mejores resultados

al porcentaje de crecimiento del desarrollo de las cepas de Beauveria bassiana.

Cohela (2009), sostiene que la produccion expresada en porcentajes segun cepas
para su distribucién y produccién fue la siguiente: cepa 24 con 87% y la cepa 13 con
13.65%.

La produccién de hongos entomopatdgenos como la Beauveria bassiana, llega a un

punto alto de su desarrollo en promedio de 20 a 25 dias de crecimiento, con
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promedios de 85% a 95%, con temperaturas que oscila de 23° a 27°. (Lucero et al.
2004).

A su vez Alves (1986), como se citd en Monzén (s. f.), indicando que los
entomopatdégenos presentan una viabilidad genética recurrente de heterocariosis
que resulta con diferentes grados de patogenicidad, virulencia, especificidad,

produccion de conidias y resistencia a factores abidticas.
6.1.2.3. PESO DE LAS CONIDIAS

En cuanto a la realizacion del pesado, se extrajo la mayor cantidad del polvillo,
conidias de Beauveria bassiana, el sustrato del arroz presento la mayor cantidad en
gramos, cumpliéndose los 21 dias de estudio; mientras en los sustratos de trigo y
avena presentaron menor pesaje en gramos, debido este por la oxidacién de los

sustratos por la misma razon se realizd el secado a los 15 dias.

El mejor rendimiento es del sustrato del arroz, seguido del trigo y avena. En cuanto
a la cepa con el mejor promedio es la cepa -24, de 7,17 g en arroz, 4,60 g en trigo

y 3,74 g en avena.

Los promedios mas bajos se dieron en la cepa -13, con 5,36 g en arroz, y la cepa

local en trigo con 1,71 gy 1,48 g en avena.

Peso del polvo cosechado por kilogramo de arroz, el rendimiento puede variar de
20 gramos, hasta 80 o mas gramos de polvo por kilogramo de arroz utilizado en

todo el proceso de produccién de bolsas y matrices. Monzén (s. f.)
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Figura 18. Peso de las conidias.

Donde la C -24 con sustrato de un kilogramo de arroz genero 71, 70 g de Beauveria,

este resultado muestra que se esta dentro del parametro.
6.1.2.3.1. Andlisis de varianza del peso de conidias en gramos

En relacién a los factores se observan que los factores son independientes, por la
misma razén su interaccidn muestra significancia. Donde cada factor no influye al

otro factor.

Demostrando que se hizo un buen manejo de las unidades experimentales

obteniendo un porcentaje de 7.98%

Cuadro 7. Andlisis de varianza del peso de conidias en gramos.

F. V. SC GL CM F P - valor
SUSTRATO 82,61 2 41,30 424,39 <0,0001 *
CEPA 21,54 2 10,77 110,65 <0,0001 *
SUST *CEP 5,23 4 1,31 13,42 <0,0001 *
ERROR 1,75 18 0,10

TOTAL 111,12 26
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Por lo tanto, mostraremos las comparaciones de la media en la prueba Duncan, en

sustrato y cepas, donde nos detallara el que obtuvo el mayor peso y el del menor

peso.
Cuadro 8.Prueba Duncan con un error de 0,10.
SUSTRATO MEDIAS DUNCAN
ARROZ 6,36 A
TRIGO 2,96 B
AVENA 2,40 C
CEPA MEDIAS DUNCAN
C-24 5,17 A
C-13 3,31 B
LOCAL 3,25 B

Mientras que Narvaes et al. (1997), manifiesta que la produccion en matrices de

sustratos de arroz por kilogramo tiene un rendimiento de 60 gramos a 90 gramos.

Mostrandonos que el sustrato del arroz alcanza los rangos establecidos de 63,60

gramos por kilogramo de sustrato.

Es posible que la esporulacion de los aislamientos del hongo B. bassiana en el arroz
haya sido favorecida por las condiciones nutricionales que el sustrato ofrece, pues
de acuerdo con (Olarte 1993), el arroz como cereal presenta una composicién de
0,7% grasa, 1,5% fibra, 1,2 %minerales, y 74,4% carbohidratos. Mencionado por
Narvaes et al. (1997)

6.1.2.4. NUMERO DE CONIDIAS

Se realiz6 el conteo de conidias en el microscopio con la camara de neubauer,
donde se observa con el mayor nimero de conidias de la cepa -24, en arroz con
1,16Emh+08 conidias/ml; en trigo con 1,04E+08 conidias/mly 9,22E+07 conidias/ml

en avena.
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Con el menor nimero de conidias esta la cepa -13 en arroz con 6,78E+07
conidias/ml, y la cepa local en 6,25E+07 conidias/ml en trigo y 5,46E+07 conidias/ml

en avena.

Monzén (2001), destaca que: el conteo de conidias por gramo de polvo cosechado,
el rendimiento est4 determinado por la cepa y por el estado de la misma y varia
desde 5 X 10% hasta 2,5 X 10* conidias/ml, generalmente las cepas de B. Bassiana

tiene mejor rendimiento.

Por consiguiente, se observa que los resultados se encuentran en los pardmetros

indicados.
Numero de Conidias/ml

1,40E+08
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Figura 19. Numero de conidias sobre mililitro.

Teniendo en cuenta a Gonzales et al. (1993) citado por Narvaes et al. (1997),
estimaron la produccion de esporas promedio de algunos aislamientos de B.

bassiana, obteniendo entre 2,5y 8,8 X 10° esporas.

Mientras que Pelaez et al. (1994) mencionado por Narvaes et al. (1997), da a
conocer los estudios al desarrollo de B. bassiana, bajo condiciones controladas de
tiempo, luz temperatura. La maxima concentracion de esporas se obtuvo de arroz

2,2 X 10° esporas/g.
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6.1.2.4.1. Analisis de varianza del nimero de conidias/ml

Se observa que entre los factores no existe dependencia por ende estos son

independientes. Tanto en la interaccion de los factores son significativos, estos

resultados nos dan un coeficiente de 6,75%, donde nos indica que si hubo un buen

manejo en los factores.

Cuadro 9. Analisis de varianza del numero de conidias sobre mililitro.

F. V. SC GL CM F P - valor
SUSTRATO 2,44 E+15 2 1,22 E+15 38,27 <0,0001 *
CEPA 5,60 E+15 2,80 E+15 87,70 <0,0001 *
SUST *CEP 297 E+15 4 7,43 E+14 23,26 <0,0001 *
ERROR 575E+14 18 3,19 E+13

TOTAL 1,15E+16 26

Mostraremos a continuacion las pruebas Duncan donde nos detallara las medias de

los factores, en donde tienen los mejores promedios y los mas bajos entre los

factores de sustrato y cepa.

Cuadro 10. Prueba Duncan con el error de 1,8E+6

SUSTRATO MEDIAS DUNCAN
ARROZ 9,64 E+7 A

TRIGO 8,12 E+7 B
AVENA 7,34 E+7

CEPA MEDIAS DUNCAN

C-24 1,04 E+8 A

C-13 7,40 E+7 B
LOCAL 7,29 E+7 B

De acuerdo con Lucero et al. (2004) nos sefiala que las cepas de Beauveria,

aprovechando los nutrientes que le proporcion6 el trigo, crecieron cubriendo

totalmente el sustrato con hifas y esporas,
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concentraciones de esporas por gramo de trigo: 2,5 X108 esporas/g a 5,0 X10°

esporas/g.

Por tanto, las medias de sustratos con mejor resultado es el arroz haciendo
diferencia con el trigo donde no llego a su pardmetro indicado y la avena que obtuvo

el menor rendimiento.

En cuanto a las cepas el que mejor desarrollo en crecimiento es la C -24

diferencidndose de la C-13 y local que obtuvieron el mismo rango.

6.1.2.5. Viabilidad de las conidias

Se contabilizo las conidias germinadas pasada las 24 hrs de su inoculacion a las
cajas petri, donde se obtuvo la viabilidad del 89%.

Teniendo en cuenta a Poma (2011), que hace referencia a (Marin 1994), sobre la
germinacion de conidias en laboratorio, debe ser superior al 85% en un tiempo de
incubacion de 12 a 24 horas.

Por lo que se considera una buena formulacién, tomando en cuenta lo que plantean
(Vélez et al., 1997) citado por Espinoza y Vallejos (2016), quienes sefialan que una
formulacion comercial debe tener una germinacién superior al 85% en un tiempo de

incubaciéon de 24 horas.
6.1.2.6. Costos de produccién

En cuanto a la elaboraciéon de costos de produccion masiva de la Beauveria
bassiana en los diferentes sustratos, se tomoé en cuenta de la produccion general
del numero de bolsas en bolivianos; finalmente tomando el costo por unidad de

bolsa de 100 g en Bs.

El costo de la reactivacion se fue promediando en los diferentes costos de los demas

sustratos.

Teniendo en cuenta la referencia del laboratorio de la venta del producto por bolsa
de 200 g (cepa/sustrato) se lo realiza en Bs 20; los productos obtenidos seran
evaluados a Bs 10/ 100 g la bolsa. En el siguiente cuadro se observa el costo de

los sustratos.
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Cuadro 11. Costo de los diferentes sustratos.

Sustrato Costo del Costo por Costo por

sustrato en bolsa/bs bolsa con

Bs/kg cepas (bs)
Arroz 6 3,41 10
Trigo 5 3,30 10
Avena 5 3,30 10

De igual manera se tomara el mayor promedio del peso de las cepas con 7,17 g, ya
gue el mismo se encuentra en el parametro de produccion. Bajo este dato se

realizar& el beneficio costo.

En cuanto a la produccién con el sustrato de arroz, es el mas eficiente dando los
mejores resultados; en los sustratos de trigo y avena los resultados fueron

ineficientes.

Entre las cepas de Beauveria bassiana, la que mejor produccion dio es la cepa -24

en los tres sustratos, seguido de la cepa -13 y cepa local.

El de la mayor producciéon es del sustrato de arroz con la cepa -24 con Bs 6,59;

seguido de la cepa local con Bs 5,73 y cepa -13 con Bs 4,05.

Mientras tanto en el sustrato del trigo se tiene la produccion de costo de la cepa -24

con Bs 3,12; seguido de las cepa -13 y cepa local con Bs 0,28; - 0,92.

En el sustrato de la avena se dio de igual manera mejor rendimiento en la cepa -24
con su beneficio de Bs 1,92; en tanto en las cepas -13 y local se ve una pérdida de

produccion con Bs — 0,52 y — 1,25.

Entonces se evaluo el beneficio costo de los diferentes sustratos, donde Rodriguez

(2020), nos indica tomar los siguientes parametros:

e B/C mayor a 1: quiere decir que los ingresos son superiores a los costos, por

lo que el proyecto es rentable.
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e B/C igual a 1: significa que no hay ni ganancias ni pérdidas, ya que uno

absorbe al otro, asi el proyecto no es viable.

e B/C menor a 1: indica que los costos sobrepasan a los beneficios por lo que

el proyecto no es rentable.
A continuacion, se muestra el detalle del Beneficio /Costo.

Cuadro 12. Cuadro del beneficio costo de los sustratos.

B/C C-24 C-13 C - local
Sustrato arroz 2,93 2,19 2,68
Sustrato trigo 1,95 0,78 0,72
Sustrato avena 1,58 0,84 0,62

En el cuadro se observa que el 55% los ingresos son superiores a los costos, por lo

gue el proyecto es rentable.
7. CONCLUSIONES.

Por consiguiente, a los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion,

se llega a las siguientes conclusiones:

e Los medios de cultivo sintético PDA, respondieron bien con el desarrollo,
donde su crecimiento se fue dando de manera normal.

e El sustrato que dio mejor en su desarrollo de cepas de Beauveria bassiana
es el arroz seguidamente del trigo y avena, en el cual se us6 arrocillo el cual
ya tiene referencia de mayor almidén y mejor absorcion de humedad.

e En tanto los sustratos de avena y trigo no respondieron al desarrollo de las
cepas, por tener mayor cantidad de nutrientes no digeribles por el hongo
Beauveria bassiana.

e En cuanto a la observacion de porcentaje del desarrollo de la cepa Beauveria
b. se dio en el sustrato de arroz, llegando a una media de 96,67% con la cepa
-24, esta cepa es quien dio los mejores promedios en los diferentes sustratos

de trigo y avena.
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De la misma forma en el pesaje de las conidias quien obtuvo los mejores
resultados es el sustrato del arroz y la cepa -24, teniendo 7,17 g de conidias,
con el pesaje méas bajo se quedo el sustrato de avena con la cepa local de
1,48 g de conidias.

A si mismo en el numero de conidias por mililitro quien dio el mejor resultado
es el sustrato del arroz con la cepa -24 de 1,16E+08 conidias / ml, de igual
manera con los mas bajos resultados es el sustrato de avena con la cepa
local de 5,46E+07 conidias / ml.

Por tanto, se observé de manera general de los mejores resultados tanto en
sustrato como cepas son el arroz y la cepa -24.

El uso del hongo entomopatégeno producido, estd apto para el campo,
debiéndose que se encuentra entre los parametros de viabilidad del 89%.
En los costos de produccion se concluye que el mejor rendimiento mostro la
cepa 24 en el sustrato de arroz, el cual nos produce buena ganancia en
ventas, asi mismo la cepa 13 y local estan en ese rango de beneficio.

En tanto el sustrato de trigo y avena no producen ningun beneficio, por no

llegar a desarrollarse completamente por la oxidacion.

De manera general se concluye que hubo un manejo aceptable, ya que no todos los

sustratos rindieron de la mejor forma, en el Ultimo analisis del beneficio costo se

tiene con méas del 50 % se sustentabilidad.

8. RECOMENDACIONES.

En base a las conclusiones obtenidas se mencionan las siguientes

recomendaciones para continuar con los estudios relacionados:

Para la reproduccion de las cepas en los diferentes sustratos se recomienda
tomar en cuenta las diferencias de factores como: iluminacion, intercambio
gaseoso para evitar la oxidacion de los granos.

Realizar el estudio de los diferentes porcentajes de nutrientes en los
sustratos para su 6ptimo desarrollo de esporulacion de las cepas de

Beauveria b.
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e Considerar la verificacion de la calidad de los granos del sustrato, para su
mejor produccién de cepas, tomando en cuenta los costos de produccion
para lograr el beneficio costo.

e Buscar métodos de optimizacién en menor tiempo para la produccion masiva
de hongos entomopatégenos, tanto en solidos como liquidos, para lograr el
beneficio de la agricultura.

e Realizar la reproduccion de cepas en mayor variacion de sustratos y
diferencias fisicas para probar su eficiencia en la esporulacion.

e Para la continuacion del trabajo seguir con la adaptabilidad en campo, para

probar su efectividad de viabilidad.

Evaluar la Beauveria bassiana en el campo de la agricultura del altiplano como en
el gorgojo de los andes (Premnotrypes spp).
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Anexo 1. Desinfecciéon con rayos de luz ultra violeta en la camara flujo laminar.

Anexo 2. Inoculacion del hongo entomopatégeno en la camara flujo laminar.

Anexo 3. Reactivacion del hongo entomopatégeno, en brocas de café.




Anexo 4.Desarrollo de Beauveria bassiana en medio de cultivo PDA.

Anexo 5. Desarrollo de Beauveria bassiana en los diferentes sustratos: arroz,
trigo y avena.

Anexo 6. Sustratos en el autoclave, y enfriamiento en la camara flujo laminar.




Anexo 7. Disoluciones de las cepas de Beauveria bassiana.

Anexo 8. Camara de neubauer con las disoluciones para realizar el conteo de
conidios.




Anexo 9. Porcentaje de desarrollo de la Beauveria bassiana a los 12 dias.

SUSTRATO CEPA I I [ MEDIA SUMA

ARROZ LOCAL 70 75 75 73,33 220
ARROZ C-24 80 80 85 81,67 245
ARROZ C-13 70 70 s 71,67 215
TRIGO LOCAL 45 50 40 45,00 135
TRIGO C-24 65 60 70 65,00 195
TRIGO C-13 55 60 50 55,00 165
AVENA LOCAL 30 35 25 30,00 90
AVENA C-24 55 50 60 55,00 165
AVENA C-13 40 45 40 41,67 125

Anexo 10. Porcentaje de desarrollo de la Beauveria bassiana a los 21 dias.

SUSTRATO CEPA I Il 1] MEDIA  SUMA

ARROZ LOCAL 90 95 95 93,33 280,00
ARROZ C-24 95 100 95 96,67 290,00
ARROZ C-13 90 90 95 91,67 275,00
TRIGO LOCAL 50 50 50 50,00 150,00
TRIGO C-24 70 70 75 71,67 215,00
TRIGO C-13 60 60 55 58,33 175,00
AVENA LOCAL 35 35 30 33,33 100,00
AVENA C-24 60 60 60 60,00 180,00
AVENA C-13 45 45 50 46,67 140,00




Anexo 11. Peso final del sustrato con Beauveria bassiana.

SUSTRAT CEPA | I 11l MEDIA SUMA
O

ARROZ LOCAL 56,05 55,2 54,27 55,1733333 165,52
ARROZ C-24 56,78 58,55 55,8 57,0433333 171,13
ARROZ C-13 54,38 52,94 54,95 54,09 162,27
TRIGO LOCAL 66,55 68,51 66,28 67,1133333 201,34
TRIGO C-24 68,81 66,96 68,3 68,0233333 204,07
TRIGO C-13 72,35 70,96 68,84 70,7166667 212,15
AVENA LOCAL 53,82 53,22 54,14 53,7266667 161,18
AVENA C-24 54,8 55,25 52,66 54,2366667 162,71
AVENA C-13 55,68 55,82 54,42 55,3066667 165,92

Anexo 12. Peso de la cepa de Beauveria bassiana.

SUSTRATO CEPA | I I MEDIA SUMA
ARROZ LOCAL 56,05 55,2 54,27 55,1733333 165,52
ARROZ C-24 56,78 58,55 55,8 57,0433333 171,13
ARROZ C-13 54,38 52,94 54,95 54,09 162,27
TRIGO LOCAL 66,55 68,51 66,28 67,1133333 201,34
TRIGO C-24 68,81 66,96 68,3 68,0233333 204,07
TRIGO C-13 72,35 70,96 68,84 70,7166667 212,15
AVENA LOCAL 53,82 53,22 54,14 53,7266667 161,18
AVENA C-24 54,8 55,25 52,66 54,2366667 162,71
AVENA C-13 55,68 55,82 54,42 55,3066667 165,92




Anexo 13. Numero de conidias en la disoluciéon N°6.

CEPA I I 11 MEDIA SUMA | I 1l SUMA MEDIA
ARROZ | LOCAL 260 264 262,67 262,223333 786,67 1,04E+08 1,06E+08 1,05E+08 3,15E+08 1,05E+08
ARROZ | C-24 292,33 276,33 301,33 289,996667 869,99 1,17/E+08 1,11E+08 1,21E+08 3,48E+08 1,16E+08
ARROZ | C-13 155,67 156,33 196,67 169,556667 508,67 6,23E+07 6,25E+07 7,87E+07 2,03E+08 6,78E+07
TRIGO |LOCAL 150,33 161 157,67 156,333333 469 6,01E+07 6,44E+07 6,31E+07 1,88E+08 6,25E+07
TRIGO |C-24 258,67 261,67 257,33 259,223333 777,67 1,03E+08 1,05E+08 1,03E+08 3,11E+08 1,04E+08
TRIGO |C-13 180,33 200,33 200 193,553333 580,66 7,21E+07 8,01E+07 8,00E+07 2,32E+08 7,74E+07
AVENA | LOCAL 146 142 121,67 136,556667 409,67 5,84E+07 5,68E+07 4,87E+07 1,64E+08 5,46E+07
AVENA | C-24 215,67 218 257,67 230,446667 691,34 8,63E+07 8,72E+07 1,03E+08 2,77E+08 9,22E+07
AVENA C-13 168,33 192,67 191,33 184,11 552,33 6,73E+07 7,71E+07 7,65E+07 2,21E+08 7,36E+07




Anexo 14. Costo de produccion del sustrato del arroz.

COSTO DE PRODUCCION DEL ARROZ

Precio Sub Total

Insumos Unidad | Cantidad (Bs) (Bs)
Arroz kg 0,9 6 5,4
Bolsa de polipropileno pza. 9 0,14 1,26
Barbijo pza. 1 1 1
Gorro pza. 1 1 1
Guantes de latex par 1 1 1
Papel absorbente pza. 20 0,14 2,8
Alcohol I 0,2 16 3,2
Lavandina I 0,25 18 4,5
Detergente kg 0,25 8 2
Fosforo pza. 0,4 0,5 0,2
Grampas pza. 0,1 3,5 0,35
Papel madera pza. 0,25 1 0,25
Masquin pza. 0,1 5 0,5
Costo de reactivacion 4,47
Sub Total (Bs) 27,93
COSTOS IMPREVISTOS

10% 2,79
TOTAL (9 bolsas) 30,72
TOTAL POR BOLSA 3,41




Anexo 15. Costo de produccion del sustrato del trigo.

COSTO DE PRODUCCION DEL TRIGO

Precio Sub Total

Insumos Unidad | Cantidad (Bs) (Bs)
Trigo kg 0,9 5 4,5
Bolsa de polipropileno pza. 9 0,14 1,26
Barbijo pza. 1 1 1
Gorro pza. 1 1 1
Guantes de latex par 1 1 1
Papel absorbente pza. 20 0,14 2,8
Alcohol I 0,2 16 3,2
Lavandina I 0,25 18 4,5
Detergente kg 0,25 8 2
Fosforo pza. 0,4 0,5 0,2
Grampas pza. 0,1 3,5 0,35
Papel madera pza. 0,25 1 0,25
Masquin pza. 0,1 5 0,5
Costo de reactivacion 4,47
Sub Total (Bs) 27,03
COSTOS IMPREVISTOS

10% 2,7
TOTAL (9 bolsas) 29,73
TOTAL POR BOLSA 3,3




Anexo 16. Costo de produccion del sustrato de la avena.

COSTO DE PRODUCCION DE LA AVENA

Precio Sub Total

Insumos Unidad | Cantidad (Bs) (Bs)
Avena kg 0,9 5 4,5
Bolsa de polipropileno pza. 9 0,14 1,26
Barbijo pza. 1 1 1
Gorro pza. 1 1 1
Guantes de latex par 1 1 1
Papel absorbente pza. 20 0,14 2,8
Alcohol I 0,2 16 3,2
Lavandina I 0,25 18 4,5
Detergente kg 0,25 8 2
Fosforo pza. 0,4 0,5 0,2
Grampas pza. 0,1 3,5 0,35
Papel madera pza. 0,25 1 0,25
Masquin pza. 0,1 5 0,5
Costo de reactivacion 4,47
Sub Total (Bs) 27,03
COSTOS IMPREVISTOS

10% 2,7
TOTAL (9 bolsas) 29,73
TOTAL POR BOLSA 3,3




