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RESUMEN

La investigacion, tuvo como objetivo implementar un area de aislamiento, en el cual se
Ilevd a cabo la investigacion de Beauveria bassiana en la Granja Experimental Rio Suma, de la
Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi Extension EI Carmen Manabi. B. bassiana un hongo
entomopatogeno que es de ocurrencia natural en el ambiente que habita comunmente en el suelo
0 en el agua; este microorganismo se emplea ampliamente como un control bioldgico eficaz
para la regulacion de insectos plaga en diferentes cultivos. EI mecanismo de infeccion de este
patdgeno se inicia cuando conidios se adhieren a la cuticula del huésped; una de las ventajas es
de que radica su capacidad para dispersarse progresivamente dentro del mismo cultivo. Esta
propagacioén natural facilita el monitoreo y el control sostenido de las plagas, la cual reduce la
dependencia de insumos quimicos sintéticos y promoviendo un manejo integrado de plagas mas
sostenibles en los sistemas agricolas. La respectiva evaluacion del efecto del pH en la
concentracion de Beauveria bassiana los respectivos sustratos liquidos se evidenci6 diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos. Tomando en cuenta que el Tratamiento 2
registré el mejor desempefio microbioldgico, alcanzando una concentracién maxima de 3,65 X
108 UFC/ ml, lo cual garantiza una mayor variabilidad en la aplicacion agricola. Asimismo, los
Tratamientos 3 y 4 mostraron un decaimiento progresivo en la variabilidad alcanzando hasta

los 2,0 x 10" UFC/ ml. Se confirma a su vez que la sensibilidad del hongo en las variaciones del

PH en sustratos liquidos, ya que el rango tiene que ser de 5,7 a 6.

Palabras Clave: Beauveria bassiana, sustrato liquido, concentracién fangica, biocontrolador
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ABSTRACT

The study aimed to establish an isolation area at the Rio Suma Experimental Farm—
part of the Laica Eloy Alfaro University of Manabi EI Carmen Extension to conduct research on
Beauveria bassiana. B. bassiana is an entomopathogenic fungus that occurs naturally in the
environment, commonly inhabiting soil or water; this microorganism is widely used as an
effective biological control agent for managing insect pests in various crops. The pathogen's
infection mechanism begins when conidia adhere to the host's cuticle; one of its key advantages
is its ability to spread progressively within the crop itself. This natural propagation facilitates
pest monitoring and sustained control, thereby reducing reliance on synthetic chemical inputs
and promoting more sustainable integrated pest management in agricultural systems. Evaluation
of the effect of pH on Beauveria bassiana concentration in liquid substrates revealed significant
differences among the treatments. Treatment 2 demonstrated the best microbiological
performance, reaching a maximum concentration of 3.65 x 10®* CFU/mL, which ensures greater
viability for agricultural application. Conversely, Treatments 3 and 4 showed a progressive
decline in viability, dropping to 2.0 x 107 CFU/ml. The results confirm the fungus's sensitivity

to pH variations in liquid substrates, indicating an optimal pH range of 5.7 to 6.0.

Keywords: Beauveria bassiana, liquid substrate, fungal concentration, biocontrol agent.
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INTRODUCCION

Beauveria bassiana es un hongo entomopatogeno, este es utilizado como un controlador
bioldgico en plagas de cultivos agricolas, el cual el patégeno ingresa a los insectos a traves de
los conidios que se adhieren a la cuticula del huésped (Lucero, Manzano, Loaiza, y Orellana,
2024). La aplicacion de este hongo puede causar enfermedades en los insectos lo cual se llama
entomopatogenos, estos viven naturalmente en el ambiente, suelos o agua. La Beauveria
bassiana se dispersa dentro del mismo cultivo favoreciendo la regulacion de poblacion de

insectos plaga (Intagri, 2016).

La produccion de bioinsumos a base de Beauveria bassiana en el mundo segun
(Biologicals Latam, 2024) en el afio 2032 mantendra una tasa de crecimiento interanual de 8,4%
alcanzando un costo de $195.1 millones; tomando en cuenta que el mas domino alrededor del
mundo fue la solucion liquida en el afio 2022 y se prevé que siga asi hasta el afio 2032. Existen
dos métodos de produccion, la primera incluye el método artesanal como la fermentacién de
sustratos sélidos, en el cual el hongo se encuentra de manera inoculada en el sustrato y la
aplicacion se la realiza de manera un filtrado de conidios del microorganismo; la segunda es de
forma secas y liquidas, en las secas se realiza de forma de aspersion, secado al aire libre, estas
técnicas son empleadas para estabilizar los propéagalos de Beauveria bassiana (Jessenia ,

Manzano , Loiza, y Orellana ).

En Ecuador, Beauveria bassiana no se ve afectada en las plantaciones agricolas, sino a
las plagas de insectos que las atacan, en el Ecuador es un bioinsecticida que se aplica para
controlar plagas en los cultivos como el arroz, citricos, hortalizas y frutales y del area pecuaria
como: garrapatas, ofreciendo al sector agropecuario una herramienta sostenible, efectiva y

adaptada a las condiciones laborales y de los ecosistemas (Vera, 2025).

Esto ofrece una solucion al natural ya que esto puede combatir las plagas como lo son
la arafia roja la mosca blanca, los trips y los escarabajos, lo cual disminuye la necesidad de
pesticidas quimicas, lo cual asi se puede reducir la pesticida de quimicos, reduciendo asi el
impacto ambiental, también contribuye a la microvida beneficiosa y a la biodiversidad del

ecosistema subterraneo (Nostoc Biotech, 2023).
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Para la multiplicacion de estos microrganismos se deben aplicar condiciones idoneas,
especialmente de pH, temperatura y humedad. EI pH adecuado para el que se desarrolle la
Beauveriabassiana, es de 6 — 7 (Intagri, 2016); pero también puede desarrollar en de condiciones
de la temperatura ya sea de 20°C, 27°C, y 30°C, con diferentes niveles de pH bajo las

condiciones de laboratorio (Catellanos Sanchez, 2010).

Los sustratos liquidos més utilizados para la produccion Beauveria bassiana estan
conformados con base a materias organicas principalmente: arroz, avena, cebada, maiz, sorgo
y trigo; la cual se observé que en la avena obtuvo mayor efectividad (Rodriguez Gdmez, y otros,
2017). Este hongo produce toxinas las cuales erosionan el granuloma y permiten a las

blastosporas invadir el homocele (Hérnandez Velédzquez y Berlanga Padilla, 1999).

Este hongo entomopatogeno fue descubierto por un entomdlogo italiano Ilamado
Agostino Bassi en el afio de 1835, razon la cual infectaba y mataba a un gran nimero de gusanos
de seda, bassiana es un cosmopolita en el suelo, es por esta razén que se encuentra en todo el
mundo, también se suele alimentar del suelo en descomposicién y un endofito, lo cual significa
gue este vive sin sintomas de enfermedad dentro de los tejidos vegetales (Departamento de
Entomologia Morgan Swoboda U. d., 2022).

La multiplicacion de Beauveria bassiana comlUnmente se realiza en volumenes
industriales, y los costos para los productores agropecuarios de estos productos son muy altos,
por esta razon la produccion artesanal del bioinsumos, se vuelve una alternativa para que los
pequefios productores agricolas y pecuarios puedan tener acceso, lo cual permitira tener
productos amigables con el medio ambiente y la salud humana (P, Gomez y Garcés, 2015).

Los mecanismos de accion de este hongo, es la produccién de toxinas, los cuales
erosionan el granuloma y permiten a las blastosporas invadir el homocele (Hernandez

Veldzquez y Berlanga Padilla, 1999).

Por lo anterior el presente trabajo de investigacion pretende establecer los sustratos y el
pH adecuados para la obtencion de cepas de Beauveria bassiana bajo condiciones de laboratorio
y método artesanal, informacidn que sera compartida con la comunidad de EI Carmen, donde

las plagas del sector agropecuario limitan en gran medida la produccién y productividad.
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Objetivo general

Evaluar la influencia del pH de sustratos liquidos sobre el crecimiento y desarrollo de

Beauveria bassiana bajo condiciones de laboratorio.

Objetivos especificos

e Determinar las dosis de sustratos liquidos adecuadas para el crecimiento de Beauveria
bassiana en condiciones de laboratorio.

e Evaluar la produccion de esporas (conidias) de Beauveria bassiana cultivada en medios

liquidos con diferentes valores de pH.

Hipotesis alternativa

Ho. EI pH del sustrato liquido no tiene efecto significativo sobre el crecimiento de
Beauveria bassiana en condiciones de laboratorio.

Hi. El pH del sustrato liquido tiene efecto significativo sobre el crecimiento de Beauveria

bassiana en condiciones de laboratorio.
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CAPITULO |

1 Marco tedrico

1.1 Sustrato

Sustrato es aquel que espacio fisico donde se desarrolla la raiz de la planta, lo cual quiere
decir que es cualquier medio distinto al suelo, ya sea natural, mineral u organico que promueven
la aireacion, retencion de nutrientes y agua que brindan el soporte necesario para el desatollo
de la planta. El sustrato es la base de la materia o sustancia que sirve como ayuda a un
organismo, ya sea animal, vegetal o protista; esto ayuda a la fijacién, nutricion, la proteccion,
reserva de agua, entre otros; de tal manera que es un sustrato dominante en el medio ambiente
es el suelo, por el cual se sustentan los vegetales para extender sus hojas en el aire, asi mismo
suministran minerales y agua, vitales para las plantas, estos suministros inorganicos consisten
en: carbono, nitrégeno, oxigeno e hidrégeno. Existen dos tipos de sustratos los cuales dependen

la influencia que ejerce sobre la nutricién de la planta, los cuales son:

e Sustratos de interés: Son aquellos que ejercen un trabajo de soporte, pero no generan
ningun tipo de accidn sobre la nutricion de la planta.

e Sustratos de activos: Son materiales 0 medios que participan activamente en un proceso
bioldgico, quimico o fisico, no solo sirve como aporte, sino que también aporta propiedades
que afectan al crecimiento de las plantas 0 microorganismo, mejora las propiedades fisicas
y quimicas, como es la retencion de agua y la aireacion o el pH (Arriaga, 2023).

1.2 Propiedades quimicas de los sustratos

Las propiedades quimicas del sustrato o suelo determinan la disponibilidad de nutrientes para
las plantas y microorganismos, en la cual influye en la fertilidad, el crecimiento biologico. En
las principales propiedades quimicas se encuentra el pH, la conductividad eléctrica, la
capacidad de intercambio catidnico, la materia organica y el contenido de macro y

micronutrientes (Fao, 2024)



¢ Nivel del pH: Determina la disponibilidad de nutrientes (como &cida o basica es la solucion).

Caracteristicas del Sustrato perfecto:

e Estabilidad fisica: Debe de ser estable y no perder sus cualidades fiscas facilmente.

e Esterilidad: Debe ser estéril, lo cual quiere decir que debe estar libre de patdégenos.

e Retencién de nutrientes: Buena capacidad de retencion de nutrientes y permitir el
intercambio ionico.

e Peso adecuado: Tiene que ser ligero con baja densidad aparente. La densidad se calcula
dependiendo entre el peso y volumen.

e Aireacion 6ptima: Tiene que tener una buena aireacion de las raices, lo ideal es que la
porosidad tenga un 20% del volumen total.

e pH balanceado: Debe estar entre el 6 y 6,5.

e Retencion Hidrica equilibrada: Es importante retener agua, pero sin perjudicar a la
capacidad de aireacion, en algunas excepciones un buen volumen de agua retenida deberia

en torno al 25% de volumen total (Sistemas Horticolas Almeria, 2022).

1.3 Beauveria bassiana

La Beauveria bassiana es un control biolégico que se puede ver afectada por los rayos
ultravioleta, o por los rayos de la luz solar, es por ese motivo que se debe colocar en dias
nublados, lluviosos o también por las noches. La aplicacion se debe realizar cuando la humedad
sea alta, UV baja, y temperaturas calidas de 64° - 85° F (18°- 29°C).

La B. bassiana acta como parasitos de plagas de insectos, los hongos se adhieren a la
cuticula, del insecto y la descomponen con enzimas, una vez que puede entrar en la hemolinfa,
rapidamente se apodera del interior del hospedador y lo utiliza como nutrientes. Esto en lo
general si no se lo utiliza de una manera adecuada puede causar irritacion ocular y pueden ser
perjudiciales si se llega a inhalar, se tragan o absorben a través de la piel (Departamento de
Entomologia Morgan Swoboda U. d., 2022).

1.4 Unidades Formadoras de colonias (UFC)

UFC (Unidad Formadoras de colonias) y en inglés CFU (Colony Forming Units), en la

microbiologia es un indicador de los microorganismos vivos que existen en la parte liquida;
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describe el nimero de células de un organismo en el agua, estos en la microbiologia, describen
las colonias que se pueden multiplicar en un cultivo celular. Tomando en cuenta que se necesita
tomar por un periodo de tiempo las medidas de UFC, ya que, una sola bacteria se puede
convertir en una gran colonia (Anillo Meras, 2025).

Segun Yael (2020), el término UFC se utiliza para reportar la cuenta de las colonias en
placa, las cuales se puede sugerir de una célula o barias de ellas, esta técnica se basa en contar
los gramos 0 miligramos que hay en una muestra con una temperatura adecuada. Para que las
colonias se puedan controlar de una manera confiable, se debe realizar diluciones decimales

necesarias de la muestra, antes de colocar en la muestra del cultivo.

1.5 Camara de Neubauer (hemacitometro)

Fue inventada en el siglo XIX por el médico alemén Karl Neubauer, lo cual fue para
mejorar la precision en el conteo de las células. Antes de su invencion el conteo de las células
era inexactas la cual dependian mucho de la habilidad del investigador. Es por eso que la cAmara
proporciono con el paso del tiempo para obtener un mejor conteo en las diferentes necesidades

cientificas y clinicas.

Este dispositivo es un vidrio disefiado con una red de cuadriculas en su superficie, estas
cuadriculas permiten contar las células o particulas de manera mas rapida. La camara consta de
dos éareas principales donde se coloca la muestra, la cual esta disefiada para la cantidad de

liquido se distribuya uniformemente sobre la red (Arellano, 2024).



lustracion 1 Esquema estructural de la camara de Neubauer o hemacitometro

1.6 Conteo de Células en Camaras de Neubauer

Su propdsito principal es contar las células o particulas en volumen de liquido

determinado:

e Conteo de células en cultivo: En la parte de la biologia y microbiologia, se utiliza para
contar células en suspensiones, lo cual ayudad a la densidad celular.
e Conteo de microorganismos: En la microbiologia, es util para el conteo de bacterias y

levaduras en soluciones especificas (Acorn Scientific) (Kalstein) (Arellano, 2024).

Para su conteo se coloca una muestra diluida de la muestra liquida en la cdAmara y se
realiza la observacion debajo del microscopio, las células se cuentan manualmente en una o
mas cuadriculas y se utiliza dicha informacion para calcular la concentracion celular en la

muestra original (Virrueta Alatorre y Ortega Guzman).

1.7 Control de pH de los sustratos liquidos con Vinagre

El &cido acéetico méas conocido como vinagre CH3COOH, tiene propiedades bactericidas,
por lo que tiene la capacidad de cambiar el pH de sustancias la cual su nivel es de 3% al 5% de
acides. En el afio de 1890 fue descubierta por Louis Pasteur, descubrié que la fermentacion

acetica provocada por las bacterias aerobicas (Pochteca Colombia, 2022)



Segun (Murillo Gaitan, Sdnchez Gomez, y Moreno Kuan, 2025) el vinagre suele afectar
negativamente a la Beauveria bassiana, ya que este suele reducir el pH y suele crear un entorno
acido que inhibe el crecimiento del hongo, destruye sus esporas y anula su capacidad para
infectar plagas, por lo cual no es recomendado utilizar el mismo dia el vinagre con el
microorganismo, se debe esperar por lo menos un dia para después inocular. Tomando en cuenta
que para su aplicacién la Beauveria bassiana requiere un pH neutro o ligeramente acido (entre

un 6,0y 7,0) para que este sea afectivo. El vinagre acidifica en exceso la mezcla, lo cual resulta
letal para el microorganismo, este también ayuda principalmente como corrector de acidez (pH)

del agua y como coadyuvante o adherente. El hongo actia por contacto y suele necesitar

condiciones especificas para ser efectivo (Intagri, 2022).

Por otro lado, el agua es alcalina (con un pH mayor a 7) la cual puede inactivar o matar
las esporas del hongo antes de que lleguen a la plaga. El vinagre, al ser &cido, suele reducir el
pH de lamezcla aniveles de 5,5y 6,5, la cual mantiene vivas y viables las esporas de Beauveria;
tomando en cuenta para no quemar el follaje ni al hongo, se utiliza el vinagre blanco o de
manzana a dosis baja, generalmente es recomendable colocar de 1 a 2 mL por litro de agua
(Proartal, 2024).



CAPITULO II

2 [Estado del arte

Segun Nufez et at (2017) Beauveria spp. es un hongo ampliamente distribuido que se
utiliza comunmente como agente de biocontrol en la agricultura, debido a su capacidad para
antagonizar insectos patdgenos. Este estudio tiene como finalidad determinar el medio de cultivo
mas adecuado para el crecimiento In vitro de la cepa nativa del hongo Beauveria bassiana, a
través de la medicion de la tasa de crecimiento radial. Se llevaron a cabo el aislamiento, la
identificacion molecular y la caracterizacion quimica de las cepas nativas obtenidas de suelo de
cafetales, seguidas de una evaluacion de su crecimiento en distintos medios. Se lograron cepas
puras con una calidad del 99%, una identidad genética del 100%, una composicion quimica rica
en proteinas y minerales, y una tasa de crecimiento radial media de 6,4 mm/dia en medio MEA

(Agar Extracto de Malta), que presenté diferencias significativas con respecto a PDA.

Los efectos nocivos de los productos quimicos en la agricultura tradicional y creciente
demanda de productos alimenticios de residuos toxicos, ha contribuido al desarrollo de
estrategias medioambientales sostenibles. Una alternativa para el control integrado eficaz de
plagas en cultivos agricolas son bioplaguicidas formulados con compuestos estructurales
microorganismos o de la produccion de sustancias activas. En este contexto, este trabajo
describe los procesos de produccion de Beauveria bassiana para biopesticidas en la agricultura

(Lucero, Manzano, Loaiza, y Orellana, 2024).



CAPITULO 111

3 Diagnostico o estudio de campo

3.1 Ubicacioén

El proyecto de investigacion se realizo en la Granja Experimental “Rio Suma”, la misma
que se encuentra en las coordenadas, Latitud: 675194.26 m, Longitud 9971643.77 m S, altitud
276 msnm (Figura 1).

X

e T3
, B ﬂC/\B‘%‘\ :

”~

i
= A

lHustracion 2 Ubicacion del laboratorio agricola en la Granja Experimental Rio Suma.

3.2 Modelo experimental

Para el desarrollo de la presente investigacion se aplicé un Disefio Completamente al
Azar (DCA), representado con 6 tratamientos y 3 repeticiones, con un total de 18 unidades
experimentales. Para el analisis de varianza (Tabla 1) se realiz6 la prueba de significacion de
Tukey al 5% con la ayuda del software estadistico INFOSTAT version 2020.
3.3 Meétodos

Los métodos realizados para establecer la investigacion de sustratos liquidos sobre el
crecimiento y desarrollo de Beauveria bassiana son los siguientes:

3.4 Implementacion del area para la investigacion

Para la investigacion se desarrollo en un area experimental de 200 m? con una infraestructura de
aluminio con ventanas. En el cual el espacio contd con mesones elaborados con una estructura
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metélica de 10 mm de didmetro y una pequefia instalacion de electricidad para un foco, una puerta

deslizante, en la cual se tiene que desinfectar al rato del ingreso al area de aislamiento.

U0 CLITH

mm =2

N e LLILETEET

llustracion 3 Area de aislamiento en el laboratorio agricola Granja Experimental Rio Suma

3.4.1 Preparacion de sustratos liquidos:
3.4.2 Tratamiento testigo (TO: Arroz + Melaza + Agua)

Para la practica del trabajo de investigacion, se utiliz6 18 recipientes plasticos de 5 litros
y recipientes pequefias de 1 litro, en cada una de ellas se realizé en la tapa un pequefio agujero
para asi poder meter la manguera medidora y puedan salir los gases.

Para poder realizar el primer tratamiento TO (testigo), en un recipiente grande de 60
litros, con una probeta de 100ml medimos 20litros de agua, asi con un marcador lo marcamos.
Una vez medido en el tacho marcamos, y colocamos los sustratos, se licuo 250g de arrocillo;
tomando en cuenta que el arrocillo se lavo tres veces y se pre cocind por aproximadamente 15
minutos. Luego se coloco en recipiente con 100 mL de melaza y lo sobrante de agua; se mezcld
muy bien para que no quede ningun residuo. Una vez obtenido una buena concentracion, en los
recipientes de 5 litros se colocé el tratamiento. Ya culminado y llenado las botellas se sellé
correctamente y se colocé silicona caliente alrededor de la tapa para que no haya contaminacion

alguna adjuntando con ellos los respectivos recipientes de litro con agua mL.

3.4.3 Tratamiento (T1: Avena + Melaza + Agua)

Segundo tratamiento T1, en el mismo recipiente coloc6 2509 de avena licuados, 100 mL
de melaza y el 90% de agua, se realiz6 el mismo procedimiento, en los cinco recipientes de 5

litros, se realizo la misma repeticion.



3.4.4 Tratamiento (T2: Trigo + Melaza + Agua)

Tercer tratamiento T2, lavado el recipiente se coloco los 250 g de trigo licuado, con 100
ml de melaza y el 90% de agua, lo mezclamos correctamente, y colocamos en los recipientes

de 5 litros, asemos la misma repeticion.

3.4.5 Tratamiento (T3: Arroz + Avena + Melaza + Agua)

Cuarto tratamiento T3, lavado el recipiente se colocd 600g de arrocillo, 600g de avena,
60 ml de melaza y el 85 % de agua, se mezcla muy bien, y se coloco de 5 litros, y se realiza el

mismo procedimiento.

3.4.6 Tratamiento (T4: Arroz Avena+ Trigo+ Melaza+ Agua)

Quinto tratamiento T4, lavado el recipiente se colocé 400g de arrocillo, 400g de avena,

400g de trigo, 40 ml de melaza y el 85% de agua, y se coloco en los recipientes de 5 litros.

Una vez culminado todos los tratamientos se marco, en fundas de basura ponemos los
tratamientos respectivos. Para que tenga una buena fermentacion debemos esperar

aproximadamente un mes para poder realizar el siguiente paso.

3.4.7 Medicién de pH de los respectivos tratamientos
3.4.8 Tratamiento testigo (TO: Arroz +Melaza + Agua)

Posteriormente, se procedié a medir el pH de cada uno de los tratamientos con el
respectivo potenciémetro, en el primer tratamiento TO (testigo) se obtuvo en todos los 5
tratamientos un nivel de pH de 4,16, para que este en nivel alcalino utilizamos 3 cucharadas de
cal viva para que suba su nivel de acides; obteniendo asi un nivel de pH de 6,0. Tomando en

cuenta que la repeticion 5 se contamind de Trichoderma.



3.4.9 Tratamiento (T1: Avena + Melaza + Agua)

En el segundo tratamiento T1 se volvié a medir los 5 tratamientos en los cuales
obtuvieron un pH de 3,50, se utiliz dos cucharadas de cal viva para subir el nivel de acides,
obteniendo un nivel de pH de 6.0. Ninguno se contamind. Pero subid el nivel de pH a 9.66, con

20 ml de vinagre blanco, bajo a un pH de 6,0.

3.4.10 Tratamiento (T2: Trigo+Melaza+ Agua)

Tercer tratamiento T2, volvimos a medir los 5 tratamientos en los cuales obtuvieron un
pH de 2.82, en lo cual se coloco cuatro cucharadas de cal viva para subir el nivel de acides,

obteniendo un nivel de pH de 6,0 a 6,5. Ninguno se contamino.

3.4.11 Tratamiento (T3: Trigo + Melaza + Agua)

Cuarto Tratamiento T3, volvimos a medir los 5 tratamientos en los cuales obtuvieron
un pH de 2.80 y 3.10, se utilizo de tres a cuatro cucharadas de cal viva para subir el nivel de
acides, obteniendo un nivel de pH de 6.0 a 6.5. Ninguno se contaminé. Pero al subir mucho su
acides subi6 un nivel de pH 10.20; en la cual se tuvo que bajar con vinagre blanco, obteniendo
asi un pH adecuado.

3.4.12 Tratamiento (T4: Arroz Avena + Trigo + Melaza + Agua)

Quinto tratamiento T4, lavado el recipiente se colocd 4009 de arrocillo, 4009 de avena,

400gr de trigo, 40 ml de melaza y el 85% de agua, y se coloco en los recipientes de 5 litros.

Para poder inocular Beauveria bassiana bioldgico solubilizado de fosforo se debe dejar

reposar todos los tratamientos por un dia.
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Tabla 1 Cuadro del nivel de PH

pH de los sustratos
Tratamientos R1 R3 R4
TO(testigo) 6.0 6.0 6.0
T1 6.0 6.0 6.0
T2 6.0 6.0 6.0
T3 6.0 6.0 6.0
T4 6.0 6.0 6.0

3.4.12 Inoculacion de Beauveria bassiana

Una vez ya pasado un dia, se desinfectd correctamente el lugar donde se realizo la
investigacion con cloro. Realizado la respectiva limpieza, se nivelo el pH, en cada uno de los
tratamientos se inocul6 el microorganismo, y en la balanza de precision se pesaron 10g de
Beauveria bassiana Inoculante bioldgico solubilizado de fésforo.
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4 Materiales y herramientas

4.1 Construccién del area de aislamiento “laboratorio”

e Albafileria estructural y morteros

e Sistemas estructurales en acero

e Pavimentos y Azulejos

e Paneles de acero corrugado para techos

e Sistemas de ventanearia y fachadas flotantes

e Sistemas de fontaneria y conduccion de fluidos

e Mano de obra

4.2 Experimento

e Recipientes plasticos de 5 litros
e Manguera transparente

e Recipientes plasticos de 1 litro
e Silicona y barras de silicona

e Cinta

e Probeta

e Balanza de precision

e Licuadora

e Recipiente para residuos de 60 litros
e Avena

e Trigo

e Arrocillo

e Melaza

e Agua

e Potenciometro

e Vinagre

e Calviva

e (Guantes

e Mascarilla
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4.3 Insumos

e Beauveria bassiana Inoculante biolégico solubilizador de Fosforo

4.4 Tratamientos
Se realiz6 cinco tipos de tratamientos, los cuales son los siguientes:

Tabla 2 Tratamientos

Tratamientos Descripcion xProporciones (m/viL) | pH de la

solucion

TO (Testigo) Arroz+melaza+agua 5% -5% -90 % 6,0
T1 Avena + melaza + agua 5% - 5% - 90 % 6,0

T2 Trigo + melaza + agua 5% - 5% - 90 % 6,0

T3 Arroz + melaza + avena + agua 3% -3% -3% -85 % 6,0

T4 Arroz + melaza + avena + 2% - 2% - 2% - 2% + 85 6,0

Trigo + agua %

5 Unidad experimental

5.1 Modelo experimental

La presente investigacion aplicard un Disefio de Blogues Completamente al Azar
(DBCA), representado con 5 tratamientos y 3 repeticiones, con un total de 18 unidades

experimentales.
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Tabla 3 Significacion de Tukey al 5% con la ayuda del software estadistico INFOSTAT version 2020.

Fuente de Variacion Grados de libertad

Total 18
Tratamientos 5
Repeticiones 2

Error Experimental 10

5.2 Caracteristicas de la unidad experimental

Tabla 4 Caracteristicas de las unidades experimentales de la influencia del pH de sustratos liquidos sobre Beauveria
bassiana en bajo condiciones de laboratorio

Caracteristicas de las unidades experimentales Datos
NUmero de unidades experimentales 18
Volumen de las unidades experimentales 4000 cm?®
Avrea total del ensayo 100 m?

5.3 Croquis de ubicacion de los tratamientos

La ubicacidn de los tratamientos se muestra en la figura 2, donde se ubicaran de manera

aleatoria los cinco tratamientos con las cinco repeticiones.
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lustracion 4 Organizacién de los tratamientos inoculados en la camara térmica
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llustracion 5 . Esquema de las unidades experimentales de la influencia del pH de sustratos liquidos
sobre Beauveria bassiana bajo condiciones de laboratorio.

5.4 Variables

5.4.1 Variables dependientes

» Concentracion de UFC
» Enfoque de Control de Calidad

5.4.2 Variables independientes

» pH de sustratos liquidos
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6.1

CAPITULO IV

Evaluacion de los resultados

Resultado de la concentracion de UFC de B.bassiana como influencia del pH en
sustratos liquidos

De acuerdo con los resultados presentados en la gréafica, se observa una variacion significativa en la
concentracién de Beauveria bassiana (UFC) segun el tratamiento de pH evaluado en el sustrato liquido.
En la cual el Tratamiento 2 obtuvo la mayor concentracion de hongo, alcanzando un valor aproximado
de 3,65 x 108 UFC, lo cual es un promedio 6ptimo de desarrollo, en el medio analizado. En cambio, el
Tratamiento 4, registré una concentracion mas baja, cercana 2,0 x 107 UFC. Por su parte, los
Tratamientos 1, 3 y 5 mostraron valores intermedios, destacandose que el Tratamiento 5 obtuvo una

recuperacion en la concentracion 1,2 x 102 UFC.

Segun (Jessenia, Manzano , & Orellana, Produccion de Beauveria bassiana para la formulacion
de bioplaguicidas, 2024), rectifica el potencial de B.bassiana como un control bioplaguicida, la
literatura determina pardmetros criticos de fermentacion con una temperatura de 25°C, y su
humedad relativa del 65-75% y con un pH de 5.4 a 6.

Tomando en cuenta que en la harina de arroz alcanza una densidad maxima de 6,2 x 10°, en

rendimientos intermedios la cascarilla de arroz obtuvo una densidad de 1,3 x 10°. En la cual el

sustrato mas eficiente fue el rendimiento de harina de maiz.
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lustracion 6 Concentracion de UFC de Beauveria bassiana, segun la influencia del pH en
sustratos liquidos.

6.2 Resultado de enfoque de control de calidad

En la imagen de la concentraciéon de Unidades Formadas de Colonias (UFC/ mL) del hongo
entomopatdegno B.bassiana , se observo una variacion cuantitativa significativa entre los diferentes
tratamientos.

Durante la evaluacion, se evidencia una maxima concentracion de carga variable Tratamiento 2 en la
cual alcanz6 un méaximo de 3,65 x 108 (UFC/ mL), tomando en cuenta que representa el limite superior
de concentracion microbioldgica. Posteriormente los Tratamientos 3 y Tratamiento 4 refleja una pérdida
progresiva de viabilidad con el tiempo.

Tomando en cuenta que el Tratamiento 2 garantiza que tiene control de calidad, por lo cual representa
mejor desempefio en la calidad del bioproducto.Dicho que en los Tratamientos 3 y 4 tienen decaimiento

y no podrén ser 6ptimas para la agricultura.

Segun (Fernandez Guagalango, 2020), demostré que el mocroorganismo de B.bassiana
alcanzaron un producto terminado de un 100% de pureza, logrando mayores tasas de mortalidad
con un 73,53% dosis de 1g/L y 69,01% dosis de 10 g/L.

XVII



Control de Calidad 1x10°

.

llustracion 7 Concentracion de UFC de Beauveria bassiana, segun la influencia del pH en
sustratos liquidos.
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CONCLUSIONES

Una vez construida, evaluada y utilizada la cdmara termina podemos concluir que su
implementacion en la Granja Experimental Rio Suma de la Universidad Laica Eloy Alfaro de
Manabi Extension EI Carmen cumple con los requerimientos necesarios para realizar diversos

estudios agricolas con la seguridad de que estd asegurara resultados adecuados para éstas.

Se determind que la optimizacion de la dosis y composicién del sustrato liquido es un
factor determinante para el desarrollo de B. bassiana en sustratos liquidos ya que permiten

maximizar la eficiencia del medio nutricional y favorece un desarrollo vengativo para el hongo.

La evaluacion de influencias del pH en el microorganismo de B.bassiana cultivada en
medio liquidos revel0 variaciones cuantitativas estadisticamente marcadas en distintos
tratamientos. Por lo cual en el Tratamiento 2 se destacd como alternativa optica al registrar el
mejor rendimiento de 3,6 x 108 UFC, superando a los demas tratamientos con valores reducidos
como lo es el Tratamiento 4 con 2,0 x 10" UFC. Lo cual el pH provoco un decaimiento

progresivo en la viabilidad y la velocidad del crecimiento en el microorganismo.

La evaluacion cuantitativa demostré que la produccién varié consideradamente en
funcién del pH del medio del cultivo. EI Tratamiento 2 alcanzé la maxima concentracion de
carga esporal con un 3,65 x 108 UFC/ml, consolidandose como la condicion optima para el

rendimiento microbioldgico.
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RECOMENDACIONES

Utilizar la dosis correcta de B.bassiana en cada tratamiento, tomando en cuenta que al
rato de inocular al sustrato liquido no sea contaminado por otros tratamientos. Es por eso que

es recomendable desinfectar correctamente el lugar donde se va a realizar dicha investigacion.

Fomentar el uso de Beauveria bassiana considerando como un bioestimulante en la
produccion de sustratos liquidos, tomando en cuenta que, para los resultados y el tiempo de
propagacion de este microorganismo, es aproximadamente de cuatro a cinco meses para que

comience a multiplicarse.
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ANEXOS

Anexos 1 Construccion del area de aislamiento microbioldgico
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Anexos 3 Proceso de pesar los sustratos para la mezcla homogénea
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Anexos 5 Finalizacion de los respectivos tratamientos

Anexos 6 Tratamientos con fundas plasticas negras para mayor efectividad
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Anexos 7 Medicion del Ph

Anexos 8 Inoculacidn de la Beauveria bassiana
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Anexos 9 Revision de Tratamientos

Anexos 10 Supervision en el microscopio con el tutor de Tesis sobre UFC
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Anexos 11 Conteo de células en Camara de Neubauer

Anexos 12 Anexos 12 Analisis de la varianza de la concentracion de UFC de B. bassiana

Cc 15 097 09 2141

Variable N R? RZA] CV
Uf

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)
F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 2,2687E+17 4 5,6718E+16 76,09 <0,0001
Tratamiento 2,2687E+17 4 5,6718E+16 76,09 <0,0001

Error 7,4538E+15 10 7,4538E+14

Total 2,3432E+17 14

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=73363989,21701
Error: 745383333333335,2500 gl: 10

Tratamiento Medias n E.E.
2 3,64E+08 3 15762649,24 A
5 1,2E+08 3 15762649,24 B
1 88916667 3 15762649,24 B C
3 45833333 3 15762649,24 C
4 19666666,67 3 15762649,24 C

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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