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RESUMEN

La investigacion tuvo como objetivo determinar la influencia de diferentes sustratos
liquidos en la multiplicacion de Beauveria bassiana bajo condiciones controladas de laboratorio
en la Granja Experimental Rio Suma de la Universidad Laica “Eloy Alfaro” de Manabi,
Extension EI Carmen. El estudio se justificd por la importancia de este hongo entomopatdgeno
como agente de control biolégico y por la necesidad de optimizar su produccion mediante
fermentacion liquida para obtener biopreparados mas eficientes y escalables. Se empled un
enfoque cuantitativo experimental bajo un Disefio Completamente al Azar, con 5 tratamientos y
4 repeticiones, totalizando 20 unidades experimentales. Los tratamientos consistieron en
combinaciones de melaza como fuente de carbono con distintas fuentes de nitrégeno, incluyendo
harina de pescado, extracto de papa, harina de soja y levadura. La multiplicacion fangica se
evalu6 mediante el conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC), y los datos fueron
analizados mediante ANOVA vy la prueba de Tukey al 5,0 %. Los resultados evidenciaron un
adecuado ajuste estadistico del modelo (Rz = 0,96) y un coeficiente de variacion de 6,87 %,
indicando alta precision experimental. Se observaron diferencias significativas entre
tratamientos, destacandose el tratamiento 2 (melaza, extracto de papay levadura), que alcanzé la
mayor produccion con 146,5 millones de UFC/mL (1,465 x 108 UFC/mL), mientras que el
tratamiento 1 registrd el menor rendimiento con 59,81 millones de UFC/mL (5,98125 x 107
UFC/mL). Se concluy6 que la composicion del sustrato liquido influye significativamente en la
multiplicacion de B. bassiana, identificAndose el tratamiento 2 como la formulacion mas eficiente

para su produccién en condiciones de laboratorio.

Palabras clave: Beauveria bassiana, sustratos liquidos control biol6gico, multiplicacion fungica
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ABSTRATC

The objective of this research was to determine the influence of different liquid substrates
on the growth of Beauveria bassiana under controlled laboratory conditions at the Rio Suma
Experimental Farm of the Universidad Laica “Eloy Alfaro” de Manabi, El Carmen Extension.
The study was justified by the importance of this entomopathogenic fungus as a biological control
agent and the need to optimize its production through liquid fermentation to obtain more efficient
and scalable biopreparations. A quantitative experimental approach was employed under a
Completely Randomized Design, with 5 treatments and 4 replicates, totaling 20 experimental
units. The treatments consisted of combinations of molasses as a carbon source with different
nitrogen sources, including fish meal, potato extract, soybean meal, and yeast. Fungal growth
was assessed by counting Colony-Forming Units (CFU), and data were analyzed using ANOVA
and Tukey’s test at 5.0%. The results showed an adequate model fit (R*> = 0.96) and a coefficient
of variation of 6.87%, indicating high experimental precision. Significant differences were
observed among treatments, with Treatment 2 (molasses, potato extract, and yeast) standing out
by achieving the highest production at 1.465 x 108 CFU/mL, whereas Treatment 1 recorded the
lowest yield at 5.98125 x 107 CFU/ml. It is concluded that liquid substrate composition
significantly influences the growth of B. bassiana, and Treatment 2 was identified as the most

efficient formulation for its production under laboratory conditions.

Keys Words: Beauveria bassiana, liquid substrates, biological control, fungal growth

XVII



Introduccion

En un contexto donde la sostenibilidad agricola es cada vez mas prioritaria, el control
biologico se posiciona como alternativa frente al uso intensivo de agroquimicos, y Beauveria
bassiana destaca como uno de los agentes de biocontrol mas prometedores, se trata de un hongo
entomopatogeno capaz de infectar y controlar mas de 700 especies de insectos sin afectar a
organismos no objetivo, lo que lo convierte en una herramienta eficaz y ecologica para el manejo
integrado de plagas; sin embargo, potenciar su aplicacion en campo depende de optimizar su
produccion masiva, especialmente mediante fermentacion en sustratos liquidos, ya que los
métodos tradicionales en sustratos sélidos presentan limitaciones de escalabilidad y

estandarizacion (Wahjono, 2024).

Beauveria bassiana es uno de los hongos entomopatdgenos mas importantes a nivel
mundial y lidera el mercado de los micropesticidas registrados. Segun (Jiang, 2023), este éxito
se debe al desarrollo de cepas altamente virulentas y a la mejora de los métodos de produccion y
formulacién. Actualmente, la investigacion se centra en optimizar la fermentacion liquida o
sumergida para producir blastosporas con mejores caracteristicas bioldgicas. (Coleman., 2023)
sefiala que el estrés osmotico durante este proceso influye en la produccion, morfologia y
viabilidad de las blastosporas. Estos hallazgos demuestran que el control de las condiciones de

cultivo puede incrementar la eficiencia y calidad de los biopesticidas elaborados con B. bassiana.

Las aplicaciones de Beauveria bassiana abarcan diversas plagas de importancia agricola,
destacandose su eficacia contra el barrenador del maiz, el gusano cogollero y la mosca blanca
(Bhadani, 2021). También se han desarrollado estrategias innovadoras como la encapsulacion de
conidios para controlar larvas de Aedes aegypti y la colonizaciéon endofitica de plantas para
brindar proteccidn sistémica contra insectos. Gracias a su amplia versatilidad y efectividad, B.
bassiana se ha consolidado como una herramienta clave dentro de los programas de manejo

integrado de plagas, contribuyendo a disminuir el uso de insecticidas quimicos (Gonzalez, 2021).

En Ecuador, Beauveria bassiana ha cobrado importancia como agente de control

bioldgico en diversos cultivos de interés economico. Estudios recientes han evaluado su eficacia
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contra el gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) en maiz de la provincia de Los Rios y contra
el gusano blanco de la papa (Premnotrypes vorax) en la region andina (Gaibor Fernandez, 2023).
Asimismo, se ha utilizado para el manejo del picudo negro del platano (Cosmopolites sordidus).
Estos resultados demuestran su potencial y adaptabilidad para fortalecer los sistemas de

produccidn agricola sostenibles en el pais (Chancusig Espin, 2024).

En Ecuador, destaca la investigacion sobre la cepa nativa INIAP L3B3 de Beauveria
bassiana para el control de la garrapata del ganado (Rhipicephalus microplus), demostrando su
potencial no solo en la agricultura, sino también en la produccion pecuaria (Hidalgo, 2025).
Asimismo, se han impulsado estudios orientados al fortalecimiento de la produccion local de
hongos entomopatégenos. En este contexto, (Merino Pefafiel y Tinoco Gémez, 2016) evaluaron
distintos suplementos nutritivos en sustratos solidos para la produccion masiva de cepas nativas
de B. bassiana y Metarhizium anisopliae, contribuyendo al desarrollo de alternativas sostenibles

para el control bioldgico de plagas.

La produccién de Beauveria bassiana mediante fermentacion liquida constituye una
alternativa prometedora para la elaboracion de bioplaguicidas, ya que permite un mayor control
de las condiciones de cultivo, facilita la automatizacién y favorece la obtencién de blastosporas
con caracteristicas especificas. En Ecuador, (Lucero M. L., 2024) compar6 los métodos de
fermentacion liquida y sélida para la produccion de este hongo, destacando su importancia para
el desarrollo de tecnologias locales. Estos avances contribuyen a reducir la dependencia de
productos importados y a generar biopesticidas adaptados a las condiciones agroecoldgicas del

pais.

El metabolismo del carbono y nitrodgeno es fundamental para la multiplicaciony desarrollo
de Beauveria bassiana, por lo que la formulacion adecuada de los medios de cultivo resulta clave
para optimizar su produccion (Filippou, 2021). La disponibilidad de estos nutrientes influye en
la cantidad, calidad y virulencia de las estructuras fungicas obtenidas. Ademas, estudios recientes
indican que el estrés osmético del medio de cultivo puede afectar la produccién y viabilidad de

las blastosporas, permitiendo mejorar el rendimiento del hongo mediante ajustes especificos en
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la composicion del sustrato (Mascarin, Kobori y Coleman., 2023).

La investigacion sobre la influencia de sustratos liquidos en la multiplicacion de
Beauveria bassiana bajo condiciones de laboratorio representa una necesidad imperativa para el
desarrollo agricola sostenible del canton EI Carmen en la provincia de Manabi, Ecuador. Este
estudio adquiere particular relevancia considerando las caracteristicas agroecoldgicas de la region

y los desafios fitosanitarios que enfrentan sus sistemas productivos predominantes.

El Carmen, en la provincia de Manabi, es una zona de gran importancia agricola donde
los cultivos de banano y platano tienen una destacada participacion en la produccién nacional.
No obstante, estos cultivos enfrentan problemas fitosanitarios relevantes, especialmente por la
presencia del picudo negro del platano (Cosmopolites sordidus), una plaga que reduce
considerablemente los rendimientos. (Gonzalez Davila R. V., 2022) reporté resultados favorables
en el control bioldgico de esta plaga mediante el uso de Beauveria bassiana en plantaciones de
Musa AAB de EIl Carmen. Sin embargo, la limitada disponibilidad de biopreparados de calidad

sigue siendo una barrera para su adopcion a gran escala por parte de los productores locales.

La optimizacion de la produccion de B. bassiana mediante fermentacion en sustratos
liquidos podria transformar significativamente esta situacién, permitiendo una produccion mas
estandarizada, escalable y costo-efectiva, como sefialan (Lucero J. M., 2024), en su reciente
investigacion sobre "Produccion de Beauveria bassiana para la formulacion de bioplaguicidas™
realizada en Ecuador, existen ventajas comparativas en los métodos de fermentacion liquida
frente a los sistemas tradicionales de fermentacion sélida, los cultivos liquidos facilitan un mayor
control sobre las variables de produccion, permiten la automatizacion de procesos y posibilitan
la obtencion de blastosporas con caracteristicas potencialmente superiores en términos de

viabilidad, patogenicidad y vida de anaquel.
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El contexto ambiental y socioeconémico de la region refuerza la necesidad de esta
investigacion. La provincia de Manabi ha experimentado un incremento en la conciencia sobre
los impactos negativos de los plaguicidas quimicos, tanto en la salud humana como en los
ecosistemas locales. Un ejemplo ilustrativo es el estudio de (Pefia Haro, 2024), sobre el control
bioldgico de Prodiplosis longifila en cultivos de tomate en Manabi utilizando insecticidas
organicos, que refleja esta tendencia hacia métodos mas sostenibles; el desarrollo de tecnologias
locales para la produccion eficiente de B. bassiana se alinea perfectamente con esta transicion

hacia una agricultura de menor impacto ambiental.

Ademas, las investigaciones previas en Ecuador sobre optimizacion de la produccion de
hongos entomopatdgenos proporcionan una base sélida para este estudio (Merino Pefiafiel, 2016),
evalUan suplementos nutritivos sobre sustratos sélidos para la produccién masiva de cepas nativas
de B. bassiana y Metarhizium anisopliae, demostrando el interés cientifico por desarrollar
tecnologias adaptadas a las condiciones locales, extender estas investigaciones hacia sustratos

liquidos representa una evolucién natural y necesaria en este campo.

Un aspecto particularmente relevante es el potencial para utilizar cepas nativas en esta
investigacion. El estudio de (Arias-Hidalgo, 2025), sobre la cepa ecuatoriana INIAP L3B3 de B.
bassiana para el control de la garrapata del ganado (Rhipicephalus microplus) demuestra que las
cepas locales pueden ofrecer ventajas significativas debido a su adaptacién a las condiciones
ambientales especificas. Identificar y optimizar el crecimiento de cepas nativas de EI Carmen en
sustratos liquidos podria maximizar la eficacia de los biopreparados resultantes, asegurando un

mejor desempefio en campo.

La combinacion de estos factores presencia documentada de plagas susceptibles al control
con B. bassiana en El Carmen, experiencias previas exitosas de biocontrol en la region, tendencia
creciente hacia la agricultura sostenible, potencial economico para los productores locales, y base
cientifica existente en Ecuador justifica plenamente la inversion en investigacion sobre sustratos
liquidos para la optimizacion del crecimiento de este hongo entomopatégeno. Los resultados de

este estudio podrian catalizar el desarrollo de capacidades locales para la produccién de
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bioinsumos, contribuyendo significativamente a la sostenibilidad ambiental y econdémica de los
sistemas agricolas en EI Carmen y, potencialmente, en otras regiones de Ecuador con desafios

similares.

Objetivos

Objetivo General
Determinar la influencia de sustratos organicos liquidos en la multiplicacion de Beauveria bassiana
bajo condiciones de laboratorio.
Objetivos especificos
e Evaluar el comportamiento del hongo en diferentes sustratos liquidos.
e Establecer cual de los sustratos permite una mayor multiplicacion de Beauveria bassiana.
e Identificar el sustrato liquido més eficiente para la produccion de Beauveria bassiana en condiciones de

laboratorio.
Hipotesis
e Hipotesis general (Hi): Los diferentes sustratos liquidos influyen significativamente en la
multiplicacion de Beauveria bassiana bajo condiciones de laboratorio.
e Hipotesis nula (Ho): No existen diferencias significativas en la multiplicacion de
Beauveria bassiana entre los diferentes sustratos liquidos evaluados.
e Hipotesis alternativa (Hi): Al menos uno de los sustratos liquidos produce una

multiplicacion significativamente mayor de Beauveria bassiana respecto a los demés

tratamientos.
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CAPITULOI
1. Marco teorico
1.1 Beauveria bassiana: Caracteristicas bioldgicas y ecoldgicas

Beauveria bassiana es un hongo entomopatégeno cosmopolita perteneciente al phylum
Ascomycota, clasificado dentro de los hongos clavicipitaceos y relacionado filogenéticamente
con el género Cordyceps, se caracteriza por su capacidad natural para parasitar e infectar a mas
de 700 especies de insectos de diferentes ordenes, lo que lo convierte en uno de los agentes de
control biolégico mas importantes a nivel mundial. En su estado natural, este hongo habita en el
suelo, donde puede sobrevivir como saprofito, pero su relevancia ecoldgica proviene

principalmente de su funcién como regulador de poblaciones de insectos (Martinez, 2020).

Los analisis moleculares basados en secuencias de ADN ribosémico (ITS) y del factor de
elongacion 1-alfa han revelado una considerable diversidad criptica dentro de la especie,
evidenciando la existencia de mdltiples linajes genéticos con caracteristicas potencialmente
diferentes en cuanto a virulencia, especificidad y adaptacién ambiental (Rehner, 2005), esta
diversidad genética tiene implicaciones directas para la seleccion de cepas en programas de
control bioldgico, ya que diferentes aislamientos pueden mostrar variabilidad en su patogenicidad

contra plagas especificas.

El ciclo infectivo de B. bassiana inicia con la adhesion de los conidios (esporas) a la
cuticula del insecto hospedero, seguida por la germinacion y penetracion a través del tegumento
mediante una combinacion de presion mecanica y accion enzimatica (principalmente proteasas,
lipasas y quitinasas); una vez en el hemocele, el hongo se desarrolla y coloniza los tejidos
internos, produciendo metabolitos secundarios (principalmente beauvericina y basiandlidos) que
contribuyen a la muerte del insecto (Lucero M. L., 2024). Finalmente, bajo condiciones
favorables de humedad, el micelio emerge del cadaver y produce nuevos conidios, completando

asi su ciclo y permitiendo la dispersion a nuevos hospederos (Mero, 2023).



La secuenciacion del genoma de B. bassiana ha proporcionado informacion valiosa sobre
la base genética de su patogenicidad, revelando un amplio repertorio de genes que codifican para
enzimas degradadoras de la cuticula, metabolitos secundarios y proteinas implicadas en la
evasion del sistema inmune del insecto (Xiao, 2012), estos estudios genémicos han contribuido
significativamente a comprender la evolucion de la entomopatogenicidad en este hongo y han

abierto nuevas perspectivas para la mejora genética de cepas con fines de biocontrol.

1.2. 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;
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.

Segun (Yael, 2020), 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 o
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.

1.3. Camara de Neubauer

La camara de Neubauer es un instrumento cuyo origen se remonta al siglo XIX, cuando
el médico aleman Karl Neubauer la disefio con el objetivo de perfeccionar la exactitud en los
procesos de cuantificacién celular. Antes de que este dispositivo existiera, el conteo de células
resultaba impreciso, dado que los resultados dependian en gran medida de las habilidades
individuales de cada investigador. Con el paso del tiempo, la cdmara se consolidé como una
herramienta fundamental para satisfacer distintas necesidades tanto en el ambito cientifico como

en el clinico. Desde el punto de vista estructural, el dispositivo esta fabricado en vidrio y cuenta
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en su superficie con una serie de cuadriculas reticulares que permiten identificar y cuantificar

células o particulas de forma mas eficiente y ordenada. Asimismo, la cdmara dispone de dos

zonas principales destinadas a recibir la muestra, las cuales fueron concebidas para garantizar que

el liquido se extienda de manera homogénea sobre toda la superficie reticular (Cislab, 2023).

A

A 4

0 mm.

—

0.05 mm

e

— e —>

0.25 mm.

T

(2(2) T
v (1) (3) ez
) 4 ) 4

lustracion 1 Esquema estructural de la camara de Neubauer o hemacitometro

1.4.  Fermentacion sumergida en cultivos de hongos entomopat6genos

La produccion masiva de B. bassiana con fines de biocontrol se realiza mediante dos

métodos principales: la fermentacion en estado sélido (FES) y la fermentacion sumergida o

cultivo liquido (FS), mientras que la FES ha sido tradicionalmente el método mas utilizado para

la produccién comercial, generando principalmente conidios aéreos, la fermentacion sumergida

presenta ventajas significativas en términos de escalabilidad, control de proceso y rendimiento la

fermentacion sumergida consiste en el cultivo del hongo en un medio liquido que contiene los
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nutrientes necesarios para su crecimiento y reproduccion. Este sistema permite un control preciso
de pardmetros como temperatura, pH, agitacion y aireacion, facilitando la optimizacién del
proceso y la estandarizacion del producto final (Coleman., 2023). Ademas, la automatizacion es
maés factible en este tipo de fermentacion, lo que reduce la mano de obra y los riesgos de

contaminacion (Mata Astorga, 2008).

En cultivo liquido, B. bassiana produce principalmente dos tipos de propagulos:
blastosporas y conidios sumergidos, las blastosporas son células fungicas unicelulares producidas
asexualmente por gemacion durante el crecimiento vegetativo en medio liquido, estos propagulos
se caracterizan por su rapida germinacion y, en consecuencia, por su potencial para causar
infeccion mas rapidamente que los conidios aéreos tradicionales; sin embargo, presentan como
desventaja su menor resistencia a condiciones ambientales adversas, lo que puede limitar su vida

atil en formulaciones comerciales (CEBA., 2019).

La produccion de blastosporas mediante fermentacion sumergida ha sido objeto de
numerosas investigaciones orientadas a optimizar su rendimiento, viabilidad y eficacia como
agentes de biocontrol, estudios recientes han demostrado que, mediante la manipulacion
adecuada de las condiciones de cultivo y la formulacion, es posible mejorar significativamente la
tolerancia de las blastosporas al secado y al almacenamiento, superando asi una de sus principales
limitaciones (Lucero J. , 2024).

1.5. Sustrato liquido para el cultivo de Beauveria bassiana

La seleccion de sustratos liquidos adecuados constituye un factor determinante en la
produccidn eficiente y econémicamente viable de B. bassiana, los medios de cultivo liquidos
para la fermentacion sumergida deben proporcionar todos los nutrientes necesarios para el
crecimiento y la esporulacion del hongo, siendo particularmente importantes las fuentes de

carbono y nitrogeno (Lucero J. , 2024).



Las fuentes de carbono comunmente utilizadas incluyen glucosa, sacarosa, maltosa y
dextrosa, siendo la glucosa la mas empleada por su facil asimilacion, por otro lado, las fuentes de
nitrégeno pueden ser organicas (levadura, harina de soja) proporcionan, ademas de nitrégeno,
vitaminas y otros factores de crecimiento (Coleman., 2023)

Investigaciones recientes han explorado la utilizacion de subproductos agroindustriales
como sustratos alternativos para la produccion de B. bassiana, buscando reducir costos y
contribuir a la economia circular. Entre estos subproductos destacan la melaza de cafia, residuos
de cerveceria, suero de leche y extractos de origen vegetal, un estudio publicado en Ecuador por
(Lucero J. , 2024), evalu6 diversos medios para la produccion de B. bassiana, encontrando que
aquellos formulados con subproductos agroindustriales pueden ofrecer rendimientos

competitivos a un costo significativamente menor.

La composicion del medio de cultivo no solo afecta el rendimiento en términos de
biomasa y concentracion de propagulos, sino también caracteristicas criticas como la virulencia,
la tolerancia a factores de estrés y la vida til del producto final. Por ejemplo, se ha demostrado
que medios ricos en proteinas pueden mejorar la actividad enzimética y la patogenicidad de las
blastosporas, mientras que la adicién de osmolitos (como glicerol o trehalosa) puede incrementar

su tolerancia a la desecacion (Coleman., 2023).

La relaciéon C: N (carbono: nitrégeno) del medio es otro pardmetro crucial que influye en
el metabolismo del hongo y, por tanto, en el tipo y cantidad de propagulos producidos. Medios
con alta relacion C: N favorecen generalmente la esporulacion, mientras que relaciones mas bajas
tienden a promover el crecimiento micelial (Mata Astorga, 2008), la optimizacion de esta relacion
debe considerar el objetivo especifico del proceso: produccion de biomasa, blastosporas o

metabolitos secundarios con actividad insecticida.



1.6. Cuantificacion Celular Mediante Camara de Neubauer

La cdmara de Neubauer es un instrumento de laboratorio ampliamente utilizado cuyo
objetivo fundamental es determinar la concentracion de células o particulas presentes en un
volumen especifico de solucidn liquida. Sus aplicaciones principales se desarrollan en dos areas
del conocimiento bioldgico: por un lado, en el campo de la biologia celular y la microbiologia,
donde se emplea para estimar la densidad de células mantenidas en suspension dentro de cultivos;
por otro lado, en el &rea microbioldgica especifica, donde resulta de gran utilidad para cuantificar

microorganismos tales como bacterias y levaduras presentes en soluciones determinadas.

En cuanto a su procedimiento operativo, la técnica consiste en depositar una alicuota
previamente diluida de la muestra liquida sobre la superficie de la cAmara, para posteriormente
proceder a su examen bajo el microscopio Optico. Durante la observacion, las células presentes
son contabilizadas de forma manual dentro de una o varias cuadriculas del reticulo, informacion
que posteriormente es procesada matematicamente para estimar con precision la concentracion

celular real existente en la muestra original (Bhembibre, 2010).
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1.7.  Factores que influyen en la multiplicacion y viabilidad de Beauveria bassiana en

cultivos liquidos.

El éxito del cultivo de B. bassiana en sustratos liquidos depende de multiples factores
ambientales y nutricionales que deben ser cuidadosamente controlados para maximizar la

produccién y mantener la viabilidad y virulencia de los propagulos obtenidos.

1.8. Factores ambientales

La temperatura es uno de los factores mas influyentes en la multiplicacion de B. bassiana.
Estudios realizados por varios investigadores coinciden en que el rango éptimo para el desarrollo
de este hongo se encuentra entre 25 y 28°C, temperaturas inferiores a 20°C ralentizan
significativamente la multiplicacion, mientras que valores superiores a 30°C pueden inhibirlo por
completo o incluso causar la muerte del organismo. Ademas, se ha observado que fluctuaciones
térmicas durante el proceso de fermentacion pueden afectar negativamente la calidad de los

propagulos producidos (Mero, 2023)

El pH del medio es otro factor critico que influye tanto en la multiplicaciéon como en la
esporulacién de B. bassiana. El rango éptimo de pH para este hongo se sitda generalmente entre
5.5y 7.0, con valores cercanos a 6.0 favoreciendo particularmente la produccién de blastosporas
(Guapi, 2013). EI pH no solo afecta directamente al metabolismo fangico, sino también a la
disponibilidad de nutrientes en el medio, por ejemplo, valores extremadamente acidos o alcalinos
pueden limitar la solubilidad de ciertos minerales esenciales o desnaturalizar enzimas

extracelulares importantes para la nutricion del hongo (Mata Astorga, 2008)

La aireacion y agitacion del cultivo son factores determinantes en fermentacion
sumergida, ya que B. bassiana, como la mayoria de los hongos, es un organismo aerobio estricto.
Una adecuada transferencia de oxigeno es esencial para mantener un metabolismo éptimo y
favorecer la produccion de blastosporas. Tipicamente, en cultivos en matraz se emplean
velocidades de agitacion entre 150 y 250 rpm, mientras que en biorreactores se mantienen tasas

de aireacién de 0.5-1.0 vvm (volumen de aire por volumen de medio por minuto) (Mata Astorga,



2008). Sin embargo, niveles excesivos de agitacion pueden causar dafio por estrés mecanico a las

estructuras fungicas.

1.9. Factores nutricionales

La fuente y concentracion de carbono constituyen un factor determinante en el cultivo de
B. bassiana. La glucosa es generalmente la fuente preferida por su facil asimilacion, aunque otras
como sacarosa, maltosa y almidén también son utilizadas. Concentraciones tipicas oscilan entre
20y 40 g/L, dependiendo del objetivo del cultivo (Coleman., 2023). Concentraciones excesivas
pueden causar represion catabdlica o generar estrés osmatico, afectando negativamente a la

multiplicacién y la esporulacion.

La fuente y concentracion de nitrégeno representan otro factor critico, considerandose a
menudo el elemento mas costoso en la formulacion de medios de cultivo. Las fuentes organicas
complejas como extracto de levadura, peptona o harina de soja son frecuentemente preferidas por
aportar, ademas de nitrégeno, vitaminas y factores de crecimiento. Las concentraciones optimas
suelen situarse entre 5y 20 g/L La naturaleza y concentracién de la fuente nitrogenada pueden
influir significativamente en la produccion de enzimas y metabolitos secundarios con actividad
insecticida (Lucero J. , 2024).

La relacion C: N del medio influye decisivamente en la fisiologia del cultivo. Relaciones
elevadas favorecen generalmente la esporulacion, mientras que relaciones mas bajas tienden a
promover el crecimiento vegetativo (Coleman., 2023)La optimizacion de este pardmetro debe
considerar el objetivo especifico del proceso de fermentacion (produccién de biomasa,

blastosporas 0 metabolitos secundarios).

1.10.  Aplicaciones de Beauveria bassiana en controles bioldgicos.

Beauveria bassiana representa uno de los agentes de control bioldgico mas utilizados a
nivel mundial debido a su amplio rango de hospederos y a su demostrada eficacia contra

numerosas plagas agricolas. En el contexto ecuatoriano, este hongo entomopatégeno ha cobrado
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especial relevancia como alternativa sostenible a los plaguicidas quimicos en diversos sistemas

agricolas de importancia economica.

1.11.  Mecanismo de accion como controlador biologico

El proceso infectivo de B. bassiana sobre insectos plaga se desarrolla en varias etapas
secuenciales. Inicialmente, los conidios o blastosporas se adhieren a la cuticula del insecto
mediante interacciones hidrofébicas y la produccion de mucilago. Posteriormente, bajo
condiciones adecuadas de humedad y temperatura, germina el propagulo y desarrolla un tubo
germinativo que, mediante una combinacion de presidbn mecanica y accion enzimatica
(principalmente proteasas, lipasas y quitinasas), penetra el tegumento del insecto (Lucero J. ,
2024).

Una vez en el hemocele, el hongo prolifera como cuerpos hifales (blastosporas) que se
diseminan a través de la hemolinfa, invadiendo tejidos y 6rganos. Durante este proceso, B.
bassiana produce diversos metabolitos secundarios con actividad insecticida, principalmente
beauvericina, basianolidos y oosporeina, que contribuyen significativamente a la (Lucero J. ,
2024), la muerte del insecto ocurre generalmente entre 3 y 10 dias después de la infeccion,
dependiendo de factores como la cepa del hongo, la especie y estado de desarrollo del insecto, y
las condiciones ambientales. Bajo condiciones favorables de humedad (>70%), el hongo emerge
del cadaver, esporula sobre la superficie y produce nuevos conidios que pueden infectar a otros

individuos, generando un efecto multiplicador del control (Mero, 2023)

1.12.  Aplicaciones en Ecuador

En Ecuador, B. bassiana ha sido utilizado exitosamente para el control de diversas plagas
en cultivos de importancia econdmica. Estudios realizados por (Mero, 2023), documentan su
efectividad contra el gorgojo acuatico del arroz (Lissorhoptrus oryzophilus) en la zona de Las
Gilces-Crucita, provincia de Manabi, logrando reducciones significativas en las poblaciones de

la plaga y el consecuente incremento en los rendimientos del cultivo.



Otro ejemplo relevante es el control del picudo negro del banano (Cosmopolites sordidus)
en plantaciones de musaceas en EI Carmen, Manabi, donde (Gonzéalez Davila R. P., 2022),
demostraron la eficacia de B. bassiana aplicado en trampas y formulaciones granuladas,

alcanzando tasas de mortalidad superiores al 80% en condiciones de campo.

Investigaciones desarrolladas por (Chancusig-Espin, 2024)han evaluado también la
efectividad de este hongo contra el gusano blanco de la papa (Premnotrypes vorax), una plaga
que afecta significativamente la produccion de este tubérculo en la region andina ecuatoriana,
con resultados prometedores que sugieren su potencial integracién en programas de manejo

integrado.

Un desarrollo particularmente notable en el contexto ecuatoriano es la investigacion sobre
el uso de la cepa nativa INIAP L3B3 de B. bassiana para el control de la garrapata del ganado
(Rhipicephalus microplus), como documentan (Arias Hidalgo, 2025), este trabajo representa una
expansion del uso de este hongo mas alla del &mbito estrictamente agricola, evidenciando su

potencial en la salud y productividad pecuaria.

1.13. Ventajas del uso de Beauveria bassiana como biocontrolador

La implementacion de B. bassiana en programas de manejo integrado de plagas ofrece
numerosas ventajas en comparacion con los plaguicidas quimicos convencionales. Entre los

beneficios mas relevantes destacan.

Especificidad relativa: Aunque B. bassiana puede infectar a un amplio rango de insectos,
su impacto sobre organismos no objetivo es significativamente menor que el de la mayoria de los

insecticidas quimicos de amplio espectro (Viera, 2020).

Ausencia de residuos toxicos: Al ser un organismo natural, no genera residuos quimicos
en los productos agricolas, lo que contribuye a la seguridad alimentaria y facilita el acceso a

mercados con restricciones sobre niveles de residuos de plaguicidas (Martinez, 2020)
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Reduccion del riesgo de resistencia: EI complejo mecanismo de accion multimodal de B.
bassiana, que involucra tanto accion mecénica como multiples enzimas y toxinas, dificulta el
desarrollo de resistencia por parte de las plagas, a diferencia de muchos plaguicidas quimicos con

modos de accion especificos (Mero, 2023)

Compatibilidad con otros métodos de control: Puede integrarse eficazmente en estrategias
de manejo integrado de plagas, combinandose con otros agentes de control bioldgico, précticas

culturales e incluso con algunos plaguicidas quimicos selectivos (Viera, 2020)

Efecto residual: Bajo condiciones favorables, el hongo puede establecerse y persistir en
el agroecosistema, proporcionando control a largo plazo y reduciendo la necesidad de

aplicaciones frecuentes (Mero, 2023)

1.14.  Influencia de sustratos liquidos en la produccién de Beauveria bassiana.

La optimizacion de sustratos liquidos para el cultivo de B. bassiana representa un area de
investigacion fundamental para mejorar la eficiencia y rentabilidad en la produccion de este
agente de biocontrol. La composicion del medio de cultivo no solo afecta significativamente los
rendimientos en términos de biomasa y concentracion de propagulos, sino también caracteristicas
criticas como la virulencia, tolerancia a factores de estrés y vida Gtil del producto final (Coleman.,
2023)

Estudios comparativos entre diferentes medios liquidos han demostrado que el tipo y
concentracion de sus componentes pueden influir notablemente en la morfologia, tamafio,
velocidad de germinacidn e incluso en la expresion de genes relacionados con la patogenicidad
de las blastosporas producidas. Por ejemplo, medios con alto contenido proteico pueden favorecer
la produccion de enzimas degradadoras de la cuticula, mientras que la inclusion de ciertos
micronutrientes puede potenciar la sintesis de metabolitos secundarios con actividad insecticida

(Mascarin, Kobori y Coleman., 2023)
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La fermentacion sumergida, aunque técnicamente mas compleja que la fermentacion en
sustrato solido, ofrece ventajas significativas para la produccién industrial, como mayor
homogeneidad, facilidad de escalamiento y posibilidad de monitoreo y control en tiempo real.
Estas caracteristicas la convierten en una opcion atractiva para la produccién masiva de B.
bassiana, especialmente considerando la creciente demanda de bioplaguicidas en el marco de la

agricultura sostenible. (Lucero J. , 2024)

En el contexto especifico de Ecuador, donde existe una demanda creciente de soluciones
bioldgicas para el manejo de plagas agricolas, la optimizacion de sustratos liquidos para la
produccion local de B. bassiana podria contribuir significativamente a la disponibilidad y
asequibilidad de este biocontrolador. El desarrollo de formulaciones basadas en recursos
disponibles localmente no solo reduciria la dependencia de productos importados, sino que
también podria resultar en cepas mejor adaptadas a las condiciones agroecoldgicas especificas
del pais (Martinez, 2020)

La investigacion sobre la influencia de diferentes sustratos liquidos en la multiplicacién
y viabilidad de B. bassiana se alinea perfectamente con los objetivos de desarrollo sostenible al
promover alternativas bioldgicas a los plaguicidas quimicos, contribuyendo asi a la reduccién de
impactos ambientales negativos, a la produccion de alimentos méas seguros y a la mejora de la

rentabilidad para los productores agricolas ecuatorianos.
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CAPITULO Il
2 Estado del arte

El interés por mejorar la produccion de Beauveria bassiana como agente de control
biol6gico ha motivado diversas investigaciones enfocadas en la busqueda de sustratos liquidos
que favorezcan su crecimiento y esporulacion en condiciones controladas. Este hongo
entomopatogeno es ampliamente utilizado por su capacidad para controlar insectos plaga de
importancia agricola, lo que ha impulsado el desarrollo de técnicas de produccion masiva que
aseguren una alta cantidad de estructuras viables para su aplicacién en campo. Entre estas
técnicas, la fermentacion liquida destaca por permitir un mejor control de las condiciones de
cultivo y una produccién mas uniforme. Segun (Mascarin, 2015), este método permite obtener
rapidamente altas concentraciones de blastosporas estables y eficaces, evidenciando el potencial
de los sustratos liquidos para optimizar la produccién de B. bassiana.

Diversas investigaciones han evaluado el efecto del tipo de sustrato sobre variables clave
del desarrollo fungico, tales como la velocidad de crecimiento micelial, el didmetro de colonia y
la concentracion de unidades reproductivas. Los resultados obtenidos en estos estudios han
demostrado consistentemente que la composicion nutricional del sustrato liquido ejerce una
influencia directa y significativa sobre la capacidad de B. bassiana para proliferar y esporular
eficientemente. En este sentido, investigaciones realizadas en repositorios universitarios
latinoamericanos han concluido que existe un efecto estadisticamente significativo del tipo de
sustrato sobre la velocidad de crecimiento y la concentracién de conidias producidas. Tal como
lo establece la Universidad Nacional del Centro del Peri (PAITAN YANCE, 2024), "hay efecto
significativo del tipo de sustrato en la velocidad de crecimiento, crecimiento radial y
concentracion de conidias de Beauveria bassiana™ (p. 1), lo que subraya la importancia de
seleccionar adecuadamente los componentes del medio de cultivo para maximizar el rendimiento

productivo del hongo.

La produccion de blastosporas en medios liquidos ha sido objeto de atencion particular
por parte de la comunidad cientifica, debido a que estas estructuras representan una forma

infectiva del hongo con propiedades de rapida accion sobre el hospedero. Sin embargo, su
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principal limitacion radica en su menor estabilidad en comparacion con los conidios aéreos, lo
que plantea desafios tecnologicos en cuanto a su formulacion y almacenamiento. Estudios
realizados en Ecuador han destacado esta problemaética, sefialando que "las blastosporas son
inestables durante el secado post-fermentacion debido a su pared fina, mientras que las
conidiosporas son mucho mas resistentes™ (NUfiez, 2019). Este hallazgo ha motivado el disefio y
evaluacion de medios liquidos especializados que, mediante la incorporacion de fuentes de
carbono y nitrogeno especificas, permitan obtener blastosporas con mayor estabilidad y potencial
infectivo, lo cual resulta fundamental para la viabilidad comercial del bioinsecticida.

Desde una perspectiva comparativa, estudios recientes han confrontado los métodos de
produccion en sustrato sélido versus sustrato liquido para B. bassiana, encontrando ventajas y
limitaciones en ambos sistemas. La fermentacion en medio liquido destaca por su rapidez de
crecimiento y su adaptabilidad a una amplia variedad de sustratos con composicion quimica
adecuada, mientras que los méetodos sélidos ofrecen mayor facilidad de manejo y menores costos
operativos en pequefia escala. (Chuquin, 2021), confirma que "el hongo en cultivos liquidos es
de répido crecimiento y se adapta a gran cantidad de sustratos, siempre y cuando posean una
adecuada composicion nutricional™ (p. 12), lo que posiciona a la fermentacion liquida como una
estrategia prometedora para la produccidn eficiente de B. bassiana bajo condiciones controladas

de laboratorio, con miras a su escalamiento para uso agricola como bioplaguicida sostenible.
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CAPITULO Il
3. Diagnostico o estudio de campo

3.1. Ubicacion del ensayo
El proyecto de investigacion se realizé en la Granja Experimental “Rio Suma”, la misma que se encuentra
en las coordenadas, Latitud: 675194.26 m E, longitud 9971643.77 m S, altitud 276 msnm

llustracion 3 Ubicacion del laboratorio agricola en la Granja Experimental Rio Suma

3.2.Caracteristicas climatolégicas de la zona

Tabla 1:Caracteristicas climatol6gicas

Caracteristicas El Carmen
Clima Tropico Hiamedo
Temperatura (°C) 20,4°C — 29, 2°C
Humedad Relativa (%) 87,45%
Precipitacion media anual (mm) 233,83
Altitud (msnm) 260

Fuente: Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI, 2026)
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3.3. Materiales y Herramientas

3.3.1. Equipos de Laboratorio
e Microscopio 6ptico
e Balanza analitica
e Potenciometro
3.3.2. Materiales
e Matraces Erlenmeyer (250 mL, 500 mL)
e Pipetas estériles
e (Gasa esteéril
e Envases de 5L
e Envases de 500 mL
e Manguera flexible de 13mm
e Siliconaen fria
e Cinta de embalaje
e Fundas negras
e Mascarillas
e Guantes
3.3.3. Insumos (sustratos)
e Harina de pescado
e Harina de soja
e Extracto de papa
e Levadura
e Melaza
3.3.4. Construccion del cuarto de aislamiento “laboratorio”
e Placas de aluminio
e Vidrio
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3.3.5. Medios de Cultivo y Reactivos

e Componentes para sustratos liquidos:
e Agua destilada estéril

e Alcohol etilico

e Calviva

3.4.Enfoque y tipo de investigacion

La investigacion fue de enfoque cuantitativo, de tipo experimental, debido a que se evalud el
efecto de diferentes sustratos liquidos sobre la multiplicacion de Beauveria bassiana en condiciones
controladas de laboratorio. El disefio permitié comparar el desempefio del hongo en distintos medios

de cultivo y determinar cual favorece mejor su desarrollo.

3.5.Material biolégico

Se utilizo una formulacion comercial de Beauveria bassiana, adquirida a un proveedor
autorizado y almacenada de acuerdo con las recomendaciones del fabricante para preservar su
viabilidad. Antes de iniciar el experimento, se verifico el estado del producto y se preparé el indculo
siguiendo las instrucciones del fabricante, con el fin de garantizar una concentracion uniforme y

condiciones adecuadas para su aplicacion durante el desarrollo del ensayo.

4. Métodos
4.1. Preparacion de sustratos liquidos

Preparar los diferentes sustratos liquidos segun los siguientes tratamientos:

Tabla 2:Preparacion de sustratos liquidos

Tratamientos Composicion

Tratamiento 1 Melaza (200 g) + Harina de pescado (60 g) + Levadura (60 g)
Tratamiento 2 Melaza (200 g) + Extracto de papa (400 mL) + Levadura (60 g)
Tratamiento 3 Melaza (200 g) + Harina de soja (60 g) + Levadura (60 g)
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Tratamiento 4 Melaza (200 g) + Harina de soja (60 g) + Extracto de papa (400 mL)

Tratamiento 5 Melaza (200 g) + Harina de soja (60 g) + Extracto de papa (400 mL) + Harina
pescado (60 g) + Levadura (60 g)

4.2.  Medicion de pH de los respectivos tratamientos

e T1: En las cuatro repeticiones se registraron niveles de pH iniciales cercanos a 3,5/4,5. Para
corregir la acidez se afiadieron de dos a tres cucharadas de hidréxido de calcio, logrando
estabilizar el pH en un valor neutral de 6,5. No se observo ningun signo de contaminacion.

e T2: Las cuatro repeticiones mostraron un pH inicial aproximado de 3,2/4,0. Con la
incorporacion de dos a tres cucharadas de hidroxido de calcio se logré neutralizar la acidez,
alcanzando un pH de 6,5. No se detecté contaminacion en ninguna de las muestras.

e T3: En este tratamiento, las cuatro repeticiones presentaron un pH cercano a 3,5. La adicion de
dos a tres cucharadas de hidréxido de calcio permiti6 elevar el pH hasta un nivel neutral de 6,5,
sin registrarse presencia de contaminacion.

e T4: Se determind que las cuatro repeticiones tenian un pH inicial de entre 3,5 y 4,0
aproximadamente. Al agregar de dos a tres cucharadas de hidréxido de calcio se consiguio
reducir la acidez y llegar a un pH neutral de 6,5. No hubo evidencia de contaminacion.

e T5: El pH registrado en las cuatro repeticiones oscilé entre 3,5 y 5,0 aproximadamente.
Mediante la adicion de dos a tres cucharadas de hidroxido de calcio se logré neutralizar la

acidez, obteniendo un pH final de 6,5, sin presencia de contaminacién en ninguna muestra.
Para aplicar Beauveria bassiana como agente biologico solubilizador de fosforo, se dejaron reposar

todos los tratamientos durante un dia, con el fin de evitar inconvenientes al momento de su

incorporacion.
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Tabla 3 Cuadro del nivel de pH

Tratamientos R1 R2 R3 R4
T1 6,5 6,5 6,5 6,5
T2 6,5 6,5 6,5 6,5
T3 6,5 6,5 6,5 6,5
T4 6,5 6,5 6,5 6,5

llustracion 4. Potenciémetro

4.3. Inoculacién de Beauveria bassiana

Una vez ya pasado un dia, se desinfectd correctamente el lugar donde se esté realizo la
investigacion con cloro. Realizado la respectiva limpieza, se nivelo el pH, en cada uno de los
tratamientos se inoculd el microorganismo, con la gramera se pesaron 10gr de Bauveria bassiana
Inoculante bioldgico solubilizador de Fdsforo.

En cada uno de los tratamientos se abrieron y se volvieron a cerrar correctamente, poniendo

alrededor nuevamente silicona fria y se pusieron en las fundas negras.
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4.4. Manejo del ensayo

4.4.1. Limpiezay desinfeccion del area de trabajo
Antes de iniciar el experimento, se realizé la limpieza y desinfeccion de las superficies
de trabajo, equipos y materiales de laboratorio utilizando alcohol etilico u otro desinfectante

apropiado, con el fin de minimizar el riesgo de contaminacion.

4.4.2. Preparacion de los sustratos liquidos
Se elaboraron los diferentes sustratos liquidos que seran evaluados en el experimento,
siguiendo las formulaciones previamente establecidas para cada tratamiento. Posteriormente, se

ajustara el volumen y el pH cuando sea necesario.

4.4.3. Esterilizacion de los sustratos y materiales
Los sustratos liquidos y el material de vidrio fueron esterilizados en autoclave a 121 °C

y 15 psi durante 15 a 20 minutos para asegurar condiciones asepticas antes de la inoculacion.

4.4.4. Preparacion del indculo
Se utilizé una formulacion comercial de Beauveria bassiana como fuente de inéculo. El
producto fue preparado de acuerdo con las recomendaciones del fabricante para obtener una

suspension homogénea que fue utilizada en todos los tratamientos.

4.45. Inoculacién de los sustratos liquidos
Cada sustrato liquido fue inoculado con un volumen uniforme de la suspension de
Beauveria bassiana bajo condiciones asépticas, con el fin de garantizar la uniformidad

experimental entre tratamientos.

4.4.6. Incubacidn de las cepas
Los tratamientos inoculados permanecieron en incubacion bajo condiciones controladas
de temperatura, tiempo y, de ser necesario, agitacion constante, favoreciendo el desarrollo del

hongo durante el periodo experimental.
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4.47. Toma de datos

Los datos correspondientes a las variables de concentracion celular (UFC) fueron
registrados de acuerdo con el cronograma establecido para cada tratamiento, utilizando

instrumentos y procedimientos estandarizados que garanticen la precision de las mediciones.

4.5.8. Tabulacidn, andlisis e interpretacion de resultados
La informacion obtenida se organizé en tablas y graficos para facilitar su analisis.
Posteriormente, se aplicaron los andlisis estadisticos correspondientes para determinar la

influencia de los diferentes sustratos de estudio.

5. Unidad experimental

5.1.Modelo experimental
Para el desarrollo de la presente investigacion se aplico un Disefio Completamente al Azar
(DCA), representado con 5 tratamientos y 4 repeticiones, con un total de 20 unidades

experimentales. El analisis de varianza se realizo, tal como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4 Prueba de ANOVA / ADEVA con la ayuda del software estadistico INFOSTAT version
2020

Fuente de Variacion Grados de libertad
Total 19
Tratamientos 4
Repeticiones 3
Error Experimental 12
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6. Caracteristicas de la unidad experimental

6.1.Método experimental

Se utilizd6 un método experimental para evaluar la influencia de diferentes sustratos
liquidos en la multiplicacion de Beauveria bassiana. Como material inicial se empled un
producto comercial a base de este hongo, preparado siguiendo las recomendaciones del
fabricante. La suspension obtenida fue incorporada a cada uno de los sustratos liquidos evaluados,
manteniendo constantes las condiciones de incubacion, tales como temperatura, pH, tiempo y
agitacion. Esto permitié determinar el efecto de cada tratamiento sobre el desarrollo y la
multiplicacion del hongo.

6.1.Método observacional

Se aplicd el método observacional diario mediante el seguimiento periddico de la

multiplicacién de Beauveria bassiana en los diferentes sustratos liquidos.

6.2. Método descriptivo

El método descriptivo permitio caracterizar y comparar el comportamiento de Beauveria
bassiana en cada uno de los sustratos liquidos evaluados. La informacion obtenida se organizé
en tablas y graficos, utilizando medidas de tendencia central y dispersion para describir las

diferencias observadas entre los tratamientos.

6.3. Analisis experimental

Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente para determinar la influencia
de los sustratos liquidos sobre la multiplicacion de Beauveria bassiana. Se realizo un analisis de
varianza (ANOVA) vy, cuando existan diferencias significativas, se aplicé una prueba de
comparacion de medias, como Tukey, para identificar los tratamientos con mejor desempefio. El

procesamiento y analisis de los datos se efectué mediante un software estadistico apropiado.
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7. Disefio del &rea experimental

El &rea experimental fue acondicionada con un espacio especifico destinado al
aislamiento y la multiplicacion del hongo, siguiendo una distribucion funcional que favorece un
flujo de trabajo eficiente dentro del laboratorio agricola, tal como se presenta en la llustracién 5.
Esta infraestructura se implementd en la Granja Experimental Rio Suma, donde existen areas
destinadas al desarrollo de investigaciones que contribuyen al fortalecimiento de la formacién

académica y cientifica.

El espacio fue disefiado para garantizar condiciones adecuadas de bioseguridad durante
la manipulacién de microorganismos, permitiendo un control riguroso de las actividades
experimentales. Asimismo, la zona de aislamiento se destinG exclusivamente al manejo de
muestras que requieren condiciones controladas, con el propésito de minimizar el riesgo de
contaminacion cruzada y asegurar la confiabilidad y reproducibilidad de los resultados obtenidos
durante los procesos de aislamiento, cultivo y multiplicacion bioldgica del hongo.

llustracion 5 Modelo 3D de laboratorio agricola de la granja experimental-ULEAM
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8. Manejo de los experimentos

El desarrollo de esta investigacion requirié la aplicacion de procedimientos técnicos y
protocolos estandarizados para garantizar la confiabilidad de los resultados y evitar posibles
contaminaciones. Todas las etapas experimentales, desde la preparacion del &rea de trabajo hasta
la cuantificacion de las unidades formadoras de colonias de Beauveria bassiana, se realizaron
bajo condiciones controladas. Esta rigurosidad metodoldgica permitio que las diferencias
observadas en la multiplicacion del hongo estuvieran relacionadas Unicamente con los sustratos
liquidos evaluados. De acuerdo con (Cafiedo, 2004), la asepsia y la higiene del laboratorio,
incluyendo la desinfeccion de las superficies con alcohol al 70 %, son medidas fundamentales

para prevenir problemas de contaminacién durante los procedimientos microbiolégicos.

8.1. Control de Asepsia

La asepsia fue un aspecto esencial durante el desarrollo del experimento, ya que la
presencia de microorganismos contaminantes podria afectar la pureza de los cultivos de
Beauveria bassiana y alterar los resultados obtenidos. Por esta razén, el area de trabajo se
desinfectd antes y después de cada procedimiento utilizando alcohol al 70 %, reconocido por su
eficacia en la eliminacidn de microorganismos presentes en superficies. Ademas, las actividades
de siembra y manipulacién del hongo se realizaron en condiciones estériles, empleando una
camara de flujo laminar para reducir el riesgo de contaminacién cruzada. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS, 2005), el alcohol al 70 % es uno de los desinfectantes mas
recomendados para las superficies de trabajo en laboratorios microbioldgicos debido a su alta

efectividad.

8.2. Conteo de las UFC (Unidades Formadoras de Colonias)

La cuantificacion de Beauveria bassiana en los diferentes tratamientos se realizo
mediante el método de recuento directo utilizando la camara de Neubauer, técnica ampliamente
empleada para determinar la concentracion celular en un volumen conocido. Antes del conteo,

las muestras fueron homogenizadas para garantizar una distribucion uniforme de las células y
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posteriormente sometidas a diluciones seriadas decimales en solucion salina estéril al 0,85 % de
NaCl o agua destilada estéril. Este procedimiento permitié obtener concentraciones adecuadas
para la observacion microscopica y lograr recuentos méas precisos. Segun (Arana, 2010), las
diluciones seriadas facilitan la obtencion de resultados confiables al disminuir progresivamente
la concentracion de microorganismos en una muestra. Finalmente, se colocaron 0,25 uL de cada
dilucién en la camara de Neubauer, se cubrieron con un cubreobjetos estéril y se dejaron reposar

entre 1 y 2 minutos antes de realizar la observacion microscopica (Brugger, 2012).

El conteo celular se efectué mediante observacién en microscopio éptico con objetivo de
40X, registrando las células presentes en los cuadros grandes de la reticula central de la cdmara
de Neubauer y aplicando los criterios establecidos para la inclusion y exclusion de bordes. Para
cada muestra se contabilizaron al menos cinco cuadros, obteniéndose un promedio representativo
por tratamiento (Dodge, 2023). La concentracion microbiana se calcul6 considerando el volumen
conocido de la cdmara, con una profundidad de 0,1 mm, y el factor de dilucidn correspondiente,
expresando los resultados en células por mililitro o unidades formadoras de colonias por mililitro
(UFC/mL). Aunque esta técnica permite obtener una estimacion rapida de la concentracion
celular, no diferencia entre células viables y no viables (Corral, 2012). Asimismo (Ramirez,
2017), sefiala que el margen de error aumenta cuando las muestras presentan altas
concentraciones celulares, por lo que la aplicacion adecuada de diluciones seriadas fue

fundamental para garantizar la precision de los recuentos.

8.3.Manejo del Inéculo

El manejo adecuado del in6culo de B. bassiana fue considerado un aspecto critico para garantizar
la viabilidad y pureza de la cepa a lo largo de todo el experimento. La manipulacién del hongo
se realizd en todo momento con el uso obligatorio de equipos de proteccion personal, incluyendo
guantes, mascarilla y bata de laboratorio, medidas que responden tanto a la proteccién del
investigador como a la preservacion de la integridad microbiologica del material fangico. Estas
disposiciones se encuentran respaldadas por protocolos internacionales de manejo de hongos
entomopatdgenos, los cuales establecen que "para el proceso de inoculacion se deben seguir

recomendaciones estrictas de bioseguridad para reducir el riesgo de contaminacion del indculo y
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garantizar la seguridad del personal de laboratorio” (OIEA, 2019).

8.4. Manejo de los Tratamientos

Con el proposito de evitar la contaminacion cruzada entre los tratamientos evaluados, cada unidad
experimental fue ubicada en estanterias independientes y debidamente separadas entre si. Las
unidades experimentales fueron mantenidas en condiciones de oscuridad durante todo el periodo
de incubacion, condicién que favorece el desarrollo optimo de B. bassiana al eliminar la
influencia de la radiacion luminica sobre el crecimiento fungico. Esta consideracién resulta
relevante dado que, como sefiala (ltagri., 2020)), "Beauveria bassiana debe aplicarse y
mantenerse bajo condiciones propicias para su desarrollo, donde factores ambientales como la
luz, la temperatura y la humedad ejercen una influencia directa sobre su viabilidad y capacidad
infectiva™ (pérr. 4), por lo que el control de estas variables durante el experimento contribuyé a
la homogeneidad de las condiciones de cultivo entre tratamientos.

8.5. Bioseguridad

Durante la totalidad del proceso experimental se cumplieron rigurosamente los protocolos de
manejo de hongos entomopatdgenos recomendados por la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y los lineamientos establecidos por el laboratorio
agricola donde se desarrollo el estudio. La observancia de estas normativas garantiz6 no solo la
seguridad del personal involucrado en la investigacion, sino también la calidad y reproducibilidad
de los procedimientos ejecutados. EI Manual de Produccion y Uso de Hongos Entomopatégenos
del SENASA respalda esta practica al indicar que "el cumplimiento de los protocolos de
bioseguridad en el laboratorio es indispensable para la correcta manipulacién de
microorganismos entomopatdgenos, asegurando tanto la proteccién del personal como la

integridad de los cultivos™ (Ramirez, 2017).

9. Variables dependientes

Concentracion celular (células/mL: UFC)

Rendimiento de propagacién de Beauveria bassiana en cada tratamiento.

10. Variables independientes
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e Tipo de sustrato liquido.
CAPITULO IV
4. Resultados

4.1. Produccion de UFC de Beauveria bassiana en los tratamientos evaluados

En la presente investigacion se evaluo el efecto de cinco sustratos liquidos sobre la
produccién de UFC de Beauveria bassiana bajo condiciones de laboratorio. La variable analizada
fue el nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC), con un total de 20 observaciones
distribuidas en cinco tratamientos y cuatro repeticiones por tratamiento. Los datos obtenidos
permitieron evidenciar variaciones entre los medios evaluados, lo que sugiere una respuesta

diferencial del hongo frente a la composicion de cada sustrato.
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llustracion 6. Concentracion de UFC de Beauveria bassiana, segun la influencia de
sustratos solidos bajo condiciones de laboratorio.
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4.2. Resumen estadistico

El bajo CV obtenido indica que la variabilidad dentro de cada tratamiento fue reducida, lo

cual fortalece la confiabilidad de los resultados. De manera general, el modelo estadistico

ajusto bien a los datos y permitié detectar diferencias entre tratamientos con alto nivel de

precision.

4.3. Comparacion de medias de Tukey

Una vez comprobada la significancia global mediante ANOVA, se aplicé la prueba de

Tukey al 5% para identificar cuales tratamientos diferian entre si. La diferencia minima

significativa fue de 14.168.135,68 UFC, lo que permitié separar los tratamientos en grupos

estadisticos distintos.

Tabla 5 Comparacion de medias de la concentracion de Beauveria bassiana (UFC/mL)

entre tratamientos segun la prueba de Tukey.

Tratamiento Promedio UFC/mI Grupo estadistico
T2 146.500.000 A
T4 103.437.500 B
T5 83.562.500 C
T3 79.175.000 C
T1 59.812.500 D

Los resultados de Tukey muestran que el tratamiento 2 formé un grupo propio y fue

estadisticamente superior a los demas tratamientos. El tratamiento 4 ocupoé el segundo lugar y

también presento diferencias significativas respecto a los otros grupos. Los tratamientos 5y 3
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compartieron el mismo grupo estadistico, lo que indica que no existen diferencias significativas
entre ellos. Finalmente, el tratamiento 1 quedo en el grupo D, siendo significativamente inferior

a todos los demas tratamientos.
4.4.  Descripcion del comportamiento de los tratamientos

El tratamiento 2 presento la mayor multiplicacion de Beauveria bassiana, alcanzando un
promedio de 146.500.000 UFC/ml. Este resultado demuestra que su composicion favorecio de
manera Optima la produccién del hongo en condiciones de laboratorio. En contraste, el
tratamiento 1 registrd el menor promedio, con 59.812.500 UFC/ml, evidenciando una menor
capacidad de estimulacion de la multiplicacién fungica.

El tratamiento 4 mostr6 un desempefio intermedio-alto, con 103.437.500 UFC/ml, lo que
confirma que también proporcioné condiciones favorables para el desarrollo del microorganismo,
aunque en menor medida que el tratamiento 2. Por su parte, los tratamientos 5y 3 presentaron

valores similares, por lo que estadisticamente no difirieron entre si.
4.5.  Interpretacion del grafico de barras

El grafico de barras correspondiente a los promedios de UFC mostro el siguiente orden
de mayor a menor multiplicacion: tratamiento 2, tratamiento 4, tratamiento 5, tratamiento 3 y
tratamiento 1. Las barras de error reflejaron una baja variabilidad entre repeticiones, lo que

coincide con el bajo coeficiente de variacion obtenido en el analisis estadistico.

Esta consistencia entre las repeticiones respalda la solidez de los resultados y confirma
que las diferencias observadas entre tratamientos fueron suficientemente claras como para ser

detectadas por el ANOVA y confirmadas por Tukey.
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CONCLUSIONES

En conclusion, los resultados demostraron que los sustratos liquidos evaluados si
influyeron significativamente en la produccion de UFC de Beauveria bassiana bajo condiciones
de laboratorio. El tratamiento 2 fue el méas eficiente, al presentar la mayor multiplicacion y
diferenciarse estadisticamente de los demas tratamientos, mientras que el tratamiento 1 obtuvo el
menor rendimiento. Los tratamientos 4, 5 y 3 mostraron valores intermedios, con una respuesta
favorable pero menor que T2. El andlisis de varianza confirm6 que las diferencias entre
tratamientos fueron significativas, y la prueba de Tukey permitio identificar claramente cuales
presentaron mayor y menor desempefio. En consecuencia, se concluye que el objetivo general y
los objetivos especificos de la investigacion fueron cumplidos, y que la formulacion del sustrato

liquido tiene un efecto directo sobre el desarrollo del hongo

XXX



RECOMENDACIONES

En recomendacion, sugiero continuar la investigacion evaluando el tratamiento 2 en
condiciones mas amplias y con un mayor nimero de repeticiones, a fin de confirmar su
comportamiento y fortalecer la validez de los resultados. También seria conveniente analizar
otros factores que podrian influir en la multiplicacion de Beauveria bassiana, como el tiempo de
incubacién, la temperatura, la aireacién y la relacién carbono-nitrégeno del sustrato, para
identificar posibles mejoras en la produccién de UFC. Asimismo, se recomienda complementar
este estudio con pruebas de viabilidad y patogenicidad, de modo que no solo se determine cuél
sustrato produce mas multiplicacion, sino también cuél genera propagulos de mejor calidad

biol6gica para su futura aplicacion en control bioldgico.
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Anexos 3. Mediciones de PH de los diferentes tratamientos
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Anexos 5. Toma de muestra de los sustratos para el conteo en camara de Neubauer.

Anexos 6. Toma de datos.
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Anexos 7. Andlisis de varianza de las UFC.

Variable N R* R &3y CV
UFC 20 0,96 0,96 6,87

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. S gl CH F p—valor
Modelo 17366344250000000,00 4 4341586062500000,00 103,12 <0,0001
Tratamiento 17366344250000000,00 4 4341586062500000,00 103,12 <0,0001
Error £31558125000000,00 15 42103875000000,00
Total 17997902375000000,00 19

Test:Tukey Alfa=0,05 DM5=14168135,68259
Error: 42103375000000,0000 ol 15

Tratamwiento Hedias n E.E.

A 146500000,00 4 3244374,94 4

4 103437500,00 4 3244374,94 E

= 83562500,00 4 3244374,94 C

3 79175000,00 4 3244374,94 C

1 50812500,00 4 3244374,94 D

Madies comn wie letre comils 2o son siguificativamente diferentes (p > 0, 05)
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