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RESUMEN

En el presente estudio en la Granja Experimental Rio Suma, donde se distinguen zonas especificas
a la investigacion para fortalecer conocimientos académicos. Se determino la influencia de
sustratos solidos en el crecimiento de Beauveria bassiana bajo condiciones de laboratorio por lo
tanto en la actualmente, la necesidad de aumentar la productividad y eliminar las plagas en los
cultivos ha llevado al sector agropecuario a adoptar practicas que impactan negativamente en el
entorno y en la salud humana. Para neutralizar esto, el aprovechamiento de microorganismos
benéficos surge como la respuesta mds realista y prometedora que podemos aplicar en nuestro
medio. El estudio se desarrolld bajo un método experimental, utilizando un disefio
completamente al Azar con cinco tratamientos y cinco repeticiones. Los resultados del analisis
de varianza (ANOVA) demuestran que el tipo de sustrato sélido influy6 significativamente en
la concentracion de unidades formadoras de colonias (UFC) la mezcla de arroz, avena, trigo
presento la mayor concentracion, alcanzando aproximadamente (T5) 2,12 x 107 UFC/ml,
estadisticamente superior al resto. En segundo lugar, se ubicé la avena (T2) 1,86 x 107 UFC/mL,
seguido del (T1) 1,74 x 107 UFC/mL. Por su parte (T3) 1,27 x 107 UFC/mL y la combinacion
de Avena y trigo (T4) 1,18 x 107 UFC/ml presentaron concentraciones menores sin diferencias

estadisticas entre ellos.

Palabras clave: Beauveria bassiana, Unidades formadoras de colonias (UFC), sustrato sélido,

control bioldgico.
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ABSTRATC

This study was conducted at the Rio Suma Experimental Farm, a site featuring dedicated
research zones designed to enhance academic knowledge. The study determined the influence
of solid substrates on the growth of Beauveria bassiana under laboratory conditions. Currently,
the need to increase crop productivity and eliminate pests has led the agricultural sector to adopt
practices that negatively impact the environment and human health. To counteract this, the use
of beneficial microorganisms emerges as the most realistic and promising solution applicable
in our local context. The study employed an experimental method using a completely
randomized design with five treatments and five replicates. Analysis of variance (ANOVA)
results demonstrate that the type of solid substrate significantly influenced the concentration of
colony-forming units (CFU); the rice, oat, and wheat mixture yielded the highest concentration
reaching approximately 2.12 x 107 CFU/ml (T5) which was statistically superior to the other
treatments. Oats (T2) ranked second at 1.86 x 107 CFU/ml, followed by (T1) at 1.74 x 107
CFU/ml. Meanwhile, (T3) (1.27 x 10” CFU/ml) and the oat-wheat combination (T4; 1.18 x 107
CFU/ml) showed lower concentrations, with no statistically significant difference between

them.

Keywords: Beauveria bassiana, colony-forming units (CFU), solid substrate, biological

control.
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INTRODUCCION

En la actualidad el sector agropecuario dentro de nuestro pais, tiene un impacto al
entorno, derivado por las actividades agricolas que se realizan, del uso de agroquimicos que
utilizan los productores con el anhelo de reducir las constantes, plagas que atacan a las
diferentes plantaciones, se ha identificado que, en los ultimos afios, aumentado el uso de

producto toxicos, se ha buscado nuevas alternativas para el medio (Lorena et al., 2021).

En Ecuador, los microorganismos benéficos representa una solucioén sobre el manejo
integrado de plagas agricolas (pulgdén, lamosca blanca, la arafia roja, los picudos y
los escarabajos) y del area pecuaria como: garrapatas, miasis entre otros representa una
solucion biotecnoldgica rentable que se le puede dar un manejo integrado en el pais . Su
identificacion y su produccion comercial estan en proceso, capacitando al sector agropecuario
con herramienta sostenible, efectiva y adaptada a las condiciones laborales y de los ecosistemas

(Vera, 2025).

En los métodos existes dos tipos de produccion del hongo, que incluyen medios sélidos
y medios liquidos. Los métodos mdas variados para la produccidon es la implementacion de
parametros para diferencial la fermentacion sdlida que producen conidios aéreos ocasionados por
su ciclo biolégico depende del aislado y de las condiciones fisiologicas particulares usados

(Feng, et al., 1994).

El uso de Beauveria bassiana es ampliamente reconocido en la agricultura para el
manejo bioldgico de plagas. Este hongo entomopatdgeno inicia su ciclo de infeccion cuando
sus esporas (conidios) logran adherirse al exoesqueleto del hospedero. Posteriormente, el
microorganismo ejerce presion fisica al desarrollar un tubo germinativo y un apresorio, lo que
asegura su anclaje. La invasion hacia el interior del cuerpo se produce a través de las zonas mas
vulnerables del insecto, facilitada por la actividad quimica de enzimas degradadoras como

quitinasas, proteasas y lipasas (Lucero et al., 2024).

Tiene la magnitud de infectar a mas de 200 especies diferentes, tiene uno de los agentes
de control bioldgico mas eficaces, ayudando a controlar plagas de mucha importancia para el

sector agricola (Almudena, 2022).
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Una vez que Beauveria bassiana invade el interior del insecto, el hongo se desarrolla en
sus tejidos y produce metabolitos secundarios, entre ellos la beauvericina y la bassiacridina.
Estas sustancias contribuyen a debilitar las defensas del hospedero, favoreciendo la
colonizacidn de los 6rganos internos y ocasionando finalmente su muerte. Tras el fallecimiento
del insecto, es comin observar un crecimiento micelial de aspecto algodonoso y pulverulento,
con una tonalidad crema amarillenta, que cubre la superficie externa del cuerpo (Orellana et al.,

2022).

La produccion de bioinsumos a base de Beauveria bassiana en el mundo alcanza
alrededor de USD 523,71 millones en 2025 y se espera que alcance los USD 1.515,04 millones
para 2033, con una CAGR del 14,20%. y en ecuador, aunque no se dispone de estadisticas
oficiales sobre el volumen de produccion en toneladas, diversas instituciones como el INIAP y
universidades desarrollan investigaciones orientadas a la produccién y formulacion de

bioinsumos basados en hongos (Barcenilla, 2021).

Para la multiplicacion de estos microrganismos se deben aplicar condiciones idoneas,
especialmente Para lograr una multiplicacion eficiente y obtener un alto nimero de conidios
viables, es necesario aplicar condiciones adecuadas de cultivo, especialmente en la
fermentacion en sustratos solidos. El sustrato debe esterilizarse antes de la inoculacién para

evitar contaminaciones (T¢llez et al., 2009).

Los sustratos solidos més utilizados para la produccion de Beauveria bassiana estan
conformados con base a materias orgédnicas principalmente: arroz, avena, cebada, trigo y
sorgo su principal funcion es ser apoyo al organismo ya que puede ser inertes o quimicamente
activos, tiene una formulacion solida que aporta al absorber la humedad de las conidias y

mantener el bienestar por un tiempo considerable (Espinoza et al., 2016).

La multiplicacion de Beauveria bassiana cominmente se realiza en volumenes
industriales, y los costos para los productores agropecuarios de estos productos son muy altos,
por esta razoén la produccion artesanal del bioinsumo, se vuelve una alternativa para que los
pequeios productores agricolas y pecuarios puedan tener acceso, lo cual permitir tener productos

de calidad y amigables con el medio (Gémez y Garcés, 2015).
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Por lo anterior el presente trabajo de investigacion pretende establecer los sustratos
solidos adecuados para la obtencion de cepas de Beauveria bassiana bajo condiciones de
laboratorio y método artesanal, informacion que sera compartida con la comunidad de El
Carmen, donde las plagas del sector agropecuario limitan en gran medida la produccién y

productividad.

Objetivo general

Determinar la influencia de sustratos solidos en el crecimiento de Beauveria bassiana

bajo condiciones de laboratorio.

Objetivos especificos

e Establecer el sustrato que permite un mayor crecimiento en la Beauveria bassiana.
e Determinar el efecto de sustratos sdlidos sobre la concentracion de Beauveria bassiana

(UFC) bajo condiciones de laboratorio.
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CAPITULO 1

1.1 Marco teodrico
1.1 Antecedentes de la investigacion

El uso de Beauveria bassiana e n la agricultura proporciona una amplia gama de
beneficios, destacando su capacidad para controlar plagas de manera eficaz y sostenible. Este
hongo actiia de forma selectiva, atacando principalmente a insectos dafiinos sin afectar a
organismos beneficiosos, como los polinizadores y depredadores naturales. Tal selectividad no
solo protege la biodiversidad en los ecosistemas agricolas, sino que también crea un entorno

mas saludable para los cultivos (Franni, 2025).

El uso continuo y excesivo de insecticidas artificiales ha provocado que diversas plagas
desarrollen una notable resistencia. Frente a esta situacion, surge la necesidad de reducir los
efectos negativos generados por los plaguicidas sintéticos y promover condiciones que
favorezcan la aplicacion de hongos entomopatogenos como agentes de control bioldgico

(Devine et al., 2008).

Los agricultores tienen en el hongo Beauveria Bassiana como una de las principales
herramientas para el control bioldgico de insectos plaga en la agricultura. Debido a su elevada
efectividad frente a una amplia diversidad de especies que afectan cultivos de importancia
economica, este hongo es reconocido como uno de los agentes entomopatdgenos mas utilizados
en programas de manejo integrado de plagas, ofreciendo una alternativa sostenible al uso de

insecticidas quimicos (Almudena, 2022).

En el sector agropecuario ofrece una solucion natural para combatir plagas como la (arana
roja, la mosca blanca, los trips y los escarabajos). Su uso disminuye la necesidad de pesticidas

quimicos, reduciendo asi el impacto ambiental (Romero, 2025).

En este contexto, ha cobrado relevancia al desarrollo de nuevos métodos capaces de
mantener su viabilidad frente a los factores ambientales, que ademas sean de facil aplicacion,
efectivas y con costos de produccion inferiores a los productos quimicos tradicionales. La
elaboracion de bioensayos se fundamenta en la combinacion equilibrada de ingredientes inertes

que brindan estabilidad al agente activo (hongos, bacterias, levaduras, entre otros),



protegiéndolo en condiciones ambientales adversas y prolongando su viabilidad (Ames y

Cafiedo, 2004).

1.2 Los hongos

Los hongos son organismos eucariotas pertenecientes al reino Fungi, un grupo altamente
diverso que comprende mas de 250 000 especies descritas. La mayoria son de tamafo reducido,
generalmente microscopicos, y presentan estructuras filamentosas ramificadas. Su reproduccion
ocurre mediante esporas, las cuales pueden originarse a través de procesos sexuales o asexuales.
Ademas, sus paredes celulares estan constituidas por glucanos y quitina como componentes
estructurales, integrados en una matriz de glicoproteinas y polisacaridos, y carecen de clorofila

(Garcés et al., 2015).

Los hongos son organismos eucariotas caracterizados por presentar una pared celular
compuesta esencialmente de quitina y B-glucanos y por tener un modo de alimentacion
heterotrofo. En concreto, los hongos obtienen nutrientes mediante la absorcién de moléculas

disueltas, lo que se conoce como osmotrofia (Chethana et al., 2021).

Son una agrupacion de seres vivos que habitan en el suelo, que controla insectos y otros
artropodos a través del ingreso de la cuticula; aunque se aislan principalmente de los cadaveres

de sus victimas, es su habitat natural (Mantzoukas et al., 2022).

1.3. Beauveria bassiana

Beauveria bassiana es un hongo deuteromicetes que se caracteriza por poseer células
conididégenas en forma de botella, con una base globosa y un patrén de desarrollo en zigzag. Se
le conoce cominmente como “Muscardina Blanca” debido a que sus conidios y el micelio
recubren el cuerpo o las articulaciones de los insectos con una capa blanquecina (Fernandez,

2020).

Este hongo es uno de los entomopatdgenos naturales mas estudiados y comparte el mismo
mecanismo de accidén descrito para otros hongos entomopatdgenos: sus esporas reconocen la
superficie del insecto plaga, la atraviesan y colonizan su interior, donde liberan compuestos que
degradan sus tejidos. Produce una toxina de alto peso molecular que facilita la invasion del
hospedador a través de la cuticula o por via oral. Se lo ha identificado principalmente en insectos

pertenecientes a los 6rdenes Coleoptera, Lepidoptera y Homoptera (Alves y Pereira 1998)



Figura 1 Morfologia de Beauveria bassiana

Fuente: (Dulce y Abigail, 2011).

Durante el proceso de infeccion de los insectos, Beauveria bassiana expresa diferentes
genes relacionados con la produccion de enzimas que desempefian un papel esencial en la
invasion del hospedero. Entre ellas se encuentran peroxidasas, trehalasas, lipasas, peptidasas,
fosfatasas y liasas, las cuales participan en la degradacion de la cuticula y facilitan la penetracion
del hongo. Asimismo, las quitinasas hidrolizan los enlaces B de la quitina, transformandola en
mondmeros de N-acetil-B-D-glucosamina, compuesto presente en el exoesqueleto de los

artropodos (Amobonye et al., 2020).

La superficie de la cuticula de los insectos contiene una capa de lipidos que funciona
como mecanismo de proteccion frente al ataque de microorganismos. No obstante, Beauveria
bassiana produce lipasas capaces de degradar estos compuestos lipidicos, favoreciendo el inicio

del proceso de infeccion y el ingreso del hongo al organismo del insecto (Salazar et al., 2020).

Las lipasas son enzimas hidrosolubles que actian sobre sustratos insolubles y catalizan la
hidrolisis de los triglicéridos, generando acidos grasos y glicerol. Por su parte, las proteasas
secretadas por los hongos entomopatdgenos degradan las proteinas de la cuticula del hospedero
y complementan la accion de las quitinasas, facilitando la colonizacion de los tejidos internos del

insecto (Manzano et al., 2024).


https://www.blogger.com/profile/18116566486156221163
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Figura 2. Proceso de infeccion de Beauveria bassiana en la cuticula de los insectos

Fuente: (Lucero et al. 2024)

1.4. Productos agroindustriales

Un producto agroindustrial se define como aquel que resulta de la transformacion de
materias primas de origen animal o vegetal, las cuales pueden someterse a procesos que

incrementan su valor y utilidad para el consumo cotidiano (Vera, 2011).

Los materiales mas utilizados para la fermentacion de Beauveria bassiana en su

estado sélido es el arroz, avena, trigo, sorgo y maiz (Jaronski, 2014).

En el Ecuador, el impulso a la produccion agroindustrial ha cobrado relevancia en los
ultimos afios, generando un creciente interés cientifico orientado a identificar alternativas

viables para su desarrollo (Merchan et al., 2017).

1.5. Avena como sustrato para hongos

El nombre cientifico Avena sativa. Es una planta anual que se forma vertical, con
su tallo principal liso y erecto tiene medidas de 40 a 180 centimetros de largo. La textura
de sus tallos es lisa con panicula de espiguillas su color caracteristico de hojas verdes y
planas. Tiene “caidas” que son inflorescencias de espiguillas colgantes y separadas unas
de otras con 2-3 flésculos (flores pequeiias). Las semillas tienen un valor nutricional alto,

ya que aporta 6 de los 8 aminoacidos esenciales requeridos por organismos (Austral, 2015).



1.6. Arrocillo como sustrato para hongos

El arroz (Oryza sativa) tiene su origen en zonas tropicales, pero en la actualidad
se cultiva en todo el mundo, por medio de molineras mecanicas se obtiene el arroz pulido
el cual corresponde al cereal tiene almidon, con el porcentaje del 70%. Se caracteriza por
tener una textura dura y vitreo, tiene una temperatura de gelatinizacion del almidon que

se elevada (70°C) y su degradabilidad ruminal reduce al (82%) (Cadena y Sarabia, 2022)

1.7. Trigo como sustrato para hongos.

En Ecuador el cultivo de trigo fue introducido en la época de la colonia y es muy
importante en la agricultura en la region sierra. Su nombre cientifico es Triticum aestivum
L. (Manangon, 2014), conocido con el nombre comun de trigo harinero, presenta una
morfologia caracteristica, que son cereales caridpside con una longitud promedio de 8 mm,
peso de 35 mg, su tamafo puede variar segun la variedad del trigo (Becerra y Tufoque,

2018).

1.8. Unidades Formadoras de colonias (UFC)

UFC — Unidad Formadora de Colonias (en inglés: CFU-Colony Forming Units) es un
término de la microbiologia, que indica la cantidad de microorganismos vivos en un medio.
Este valor estd determinado por el niimero de colonias individuales, describe el nimero de
células de un organismo en el sustrato. En la microbiologia, las unidades que describen las
colonias es para medir el UFC, porque una sola bacteria puede convertirse rapidamente en una

colonia. Esto se hace para ver lo rapido que se desarrollan las bacterias (Merus, 2026).

1.9. Camara de Neubauer

Consta de una reticula formada por 9 secciones principales; cada una contiene 16
subdivisiones, las cuales a su vez se dividen en 25 compartimentos, sumando un total de
400 unidades de conteo. Cada una posee una profundidad conocida y uniforme, lo que
permite calcular con precision el volumen de muestra contenido en cada unidad (Virrueta

et al, 2023).
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Figura 3. Esquema estructural de la cdmara de Neubauer o hemacitometro.

Fuente: (Virrueta et al, 2023)
1.10. Parametros de calidad comercial de Beauveria bassiana.

Segun Guagalango, (2020) la calidad de un bioinsumo elaborado a base de Beauveria
bassiana se evalllan Unicamente por la concentraciéon de unidades formadoras de colonias
(UFC), considerando niveles de calidad comercial utilizados de acuerdo con los criterios
empleados en el control de calidad de hongos entomopatdgenos, un producto se clasifica segun

su concentracion de propagulos viables de la siguiente manera. Tabla 1.

Tabla 1. Parametros de calidad comercial de Beauveria bassiana.

Concentracion de Beauveria bassiana Categoria
>1 x 10" UFC/g o mL Buena
>1 x [0°UFC/g o mL Buena Calidad Comercial
>1 x10°UFC/g o mL Alta calidad comercial
>1x 10" UFC/g o mL Muy Alta calidad comercial




Para el desarrollo de nuevas tecnologias de formulacion de agentes de control bioldgico para
el mercado comercial se deben considerar muchos criterios para el proceso de produccion como
microorganismo para la etapa de produccion, distribucion y almacenamiento se deben
proporcionar las condiciones apropiadas para la aplicacion en campo se deben realizar muestras
de sustrato para la evaluacion de concentracion después de la aplicacion, y la adaptacion a
condiciones ambientales sin alterar las propiedades del microorganismo (Herndndez et al.,

2020).

Segtn Ibarra (2015), para garantizar la eficacia y competitividad del producto, se recomienda

que el bioinsumo cumpla con los siguientes parametros de calidad
o Concentracion: > 1 x 10°UFC/g.
e Sostenibilidad de las conidias: > 90-95 %.
e Pureza: > 95-100 %.
e Ausencia de contaminacion cruzada: (hongos, bacterias y virus).
e Ubicacion: Almacenamiento oscuro.

El procedimiento de estos criterios asegura que la manipulacion de estos bioinsumo con
elevada cantidad de conidias, mantiene la vida util y alta eficacia en su manejo bioldgico
de insectos plaga. Para considerar un sustrato como idoneo para la produccion debe tener

una alta produccion y utilidad, necesarios para el crecimiento.

1.11. Taxonomia de Beauveria bassiana

La taxonomica de Beauveria bassiana es fundamental para identificar y conocer

su clasificacion dentro del orden bioldgico de los hongos se muestra en la Tabla 2.



Tabla 2. Taxonomia de Beauveria bassiana

Categoria Clasificacion
Reino Fungi
Division Ascomycota
Subdivision Deuteromycotina
Clase Sordariomycetes
Orden Hyphomycete
Familia Clavicipitaceae
Género Beauveria
Especie Bassiana

Fuente: (Wang et al., 2022).



CAPITULO 11

2. Estado del arte

Entre los hongos entomopatdgenos mas conocidos esta la Beauveria bassiana, considerada
como la especie mas ampliamente distribuida de su género y la mas estudiada en el mundo
debido a su capacidad de infectar a mas de 200 especies de los nueve 6rdenes de insectos. Este
hongo ha sido aislado, cultivado y ensayado en laboratorio con diferentes sustratos para el
control de insectos que atacan a los cultivos y, fundamentalmente, es utilizado para el control
de lepidopteros, homopteros, coleodpteros, hemipteros y dipteros de importancia econdmica

(Guagalango, 2020).

Seglin Gdmez et al (2017), en el mundo se evaluaron la produccion de cepa de Beauveria
bassiana que han mostrado potencial para el control de insectos plaga en estudios anteriores
Pacheco et al (2013), mediante una alternativa de cultivo bifasico utilizando blastosporas como
preindculo sobre diferentes sustratos solidos, especificamente cereales de bajo costo comercial
el proceso de estos hongos para eliminar a los insectos plaga se basa en la multiplicacion masiva
del hongo de interés y sus reproductividad en un sustrato natural para la mayor produccion de

conidios.

En la actualidad existe mucha resistencia de cierto tipo de plagas debido al uso incesante y
desmesurado de insecticidas artificiales, es por ello que nace la creciente necesidad de
contrarrestar los dafios ocasionados por plaguicidas sintéticos y crear condiciones que permitan
una mayor difusion del uso de hongos entomopatdogenos como controladores biologicos

(Cadena y Sarabia, 2022).

Las concentraciones de conidas depende muchos de la variedad de sustrato para la
multiplicacion en condiciones de laboratorio. El grano mas estudiado, es el arroz el que tiene
mayor uso, ya que conserva las condiciones de viabilidad, patogenicidad y produccion de
volumenes mayores de esporas, considerados como altos rendimientos de material infectiva
para su elaboracion el control de variables en la temperatura, la humedad y el tiempo de
incubacion. Estos aspectos son fundamentales para obtener un producto con alta viabilidad y

calidad (Poma et al, 2017).


https://www.redalyc.org/journal/339/33953499006/#redalyc_33953499006_ref29

CAPITULO 111

3. Diagnostico o estudio de campo

3.1. Ubicacion

El proyecto de investigacion se realiz en la Granja Experimental “Rio Suma”, la
misma que se encuentra en las coordenadas UTM, Latitud: 675194.26 m E, longitud
9971643.77 m S, altitud 276 msnm (Figura 4).

s ""La'boratorild"aigricola<
enla Granja..
‘Experimental

Figura 4. Ubicacion del laboratorio agricola en la Granja Experimental Rio Suma

3.2. Materiales y Herramientas

3.2.1 Implementacion del area para la investigacion (multiplicacion de hongos).

e Mamposteria y mortero

o Estructura de acero

e Ceramica y anexos

e Laminas de acero galvanizado (duratecho)
e Construcciones de aluminio y vidrio

e Materiales de plomeria

3.2.2 Materiales y reactivo para el experimento

e Desinfectantes
e Frascos de vidrio o fundas de polipropileno
o Papel aluminio

e QGuantes de latex
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e Mascarilla

e Hisopos estériles

o Etiquetas adhesivas

e Marcador permanente
o Cinta masking

o Agar PDA (para activacion de la cepa)

3.2.3 Insumos (sustratos organicos)

e Arroz
e Avena
e Trigo

3.2.4 Material biologico

e Cepa activa de Beauveria bassiana (indculo inicial)

3.2.5 Equipos

e Autoclave

e Céamara de flujo laminar

e Horno o estufa de secado

¢ Incubadora (25 £2°C) (o un cuarto oscuro con temperatura controlada)
e Mechero Bunsen o encendedor de alcohol

e Microscopio optico

e Hemocitometro (cdmara de Neubauer)

e Refrigerador (almacenamiento temporal)

e Probetas y vasos de precipitados

4. Meétodos

Los métodos utilizados para establecer la influencia de los sustratos organicos

sobre el crecimiento y desarrollo de Beauveria bassiana son los siguientes:
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4.1. Implementacion del area para la investigacion

Para el desarrollo de la investigacion se implement6 un area de 100 m?, constituida por
infraestructura de mamposteria con acabado en mortero. El espacio contdé con mesones
elaborados con estructura metalica de acero de 10 mm de didmetro y superficie recubierta con
ceramica para facilitar la limpieza y desinfeccion. Asimismo, se instalaron cerramientos de
aluminio y vidrio en puertas y ventanales, y una cubierta de ldminas de acero galvanizado tipo
duratecho. Ademas, se incorporaron instalaciones hidrosanitarias necesarias para el adecuado

funcionamiento del 4rea experimental.
4.2. Preparacion del sustrato arroz (T1)
e Pesar la cantidad que se requiera preparar.
e Lavar con agua fria tres veces y escurrir por 5 min.
e Colocar el arroz en un recipiente y agregar agua hirviendo hasta cubrir.
¢ Afadir una pizca de sustancia antibacterial (segiin protocolo del laboratorio).
e Homogeneizar, tapar y dejar en pre-coccion del grano por 20 min.
e Escurrir el exceso de agua y dejar enfriar antes de esterilizar o inocular.

4.3. Preparacion del sustrato avena (T2)
e Pesar la cantidad que se requiera preparar.
e Lavar con agua fria tres veces y escurrir por 5 min.
e (olocar la avena en un recipiente y agregar agua hirviendo hasta cubrir.
e Agregar una pizca de sustancia antibacterial.
e Homogeneizar, tapar y dejar en precoccion del grano por 20 min.

e Escurrir el exceso de agua y dejar enfriar antes de esterilizar o inocular.

4.4. Preparacion del sustrato trigo (T3).

Para el desarrollo de estos tratamientos se conseguira trigo en grano, el mismo que
serd triturado y tamizado en malla de 2mm, donde se realizara la siembra de los indculos

siguiendo el mismo método utilizado para el sustrato de arroz.
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4.5. Preparacion del sustrato Avena + Trigo (T4).

La unidad experimental constara de 1 kg, en proporcion 1:1 (avena — trigo triturado
y tamizado en malla de 2 mm) y el procedimiento de preparacion serd igual que el
sustrato de arroz.

4.6. Preparacion del sustrato Arroz + Avena + Trigo (T5).

Cada unidad experimental estara compuesta por 1 kg de sustrato, formulado en una
proporcion 1:1:1 de arroz triturado, avena y trigo, los cuales seran tamizados con una malla
de 2 mm. La preparacion del sustrato se llevara a cabo bajo el mismo método empleado en

la elaboracion del sustrato de arroz.

4.7. Preparacion del inéculo

e Activar previamente una cepa de Beauveria bassiana en medio PDA.

e Incubar durante 7 a 10 dias hasta observar una buena esporulacion.

e Preparar una suspension conidial con agua destilada estéril y cristal violeta (para
facilitar la visualizacion), ajustando la concentracidon de esporas.

4.8. Inoculacion

e En cémara de flujo laminar, inocular cada sustrato con igual volumen de suspension
conidial.
 Sellar los envases para evitar contaminaciones.

4.9. Incubacion

e Incubar los sustratos a temperatura ambiente (25 = 2 °C) en un lugar oscuro.
e Observar y registrar el crecimiento micelial diariamente.
o La duracion de la incubacion sera de 10 a 15 dias, dependiendo del desarrollo del

hongo.

4.10. Evaluacion del crecimiento

o Al finalizar el periodo de incubacion, evaluar el crecimiento de Beauveria bassiana
en cada sustrato.
o Registrar pardmetros como: cobertura del micelio, densidad de conidios, aspecto

morfoldgico y nivel de contaminacion.
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4.11. Tratamientos
Para el desarrollo de la presente investigacion se determinard los tratamientos

establecidos en la tabla 3.

Tabla 3. Tratamiento para determinar la influencia de sustratos solidos en el

crecimiento de Beauveria bassiana bajo condiciones de laboratorio.

Tratamiento Descripcion Cantidad Cantidad
(kg)/Repeticion (kg)/Total

T1 Arroz (Testigo) 1 5

T2 Avena 1 5

T3 Trigo 1 5

T4 Avena + Trigo (1:1) 1 5

T5 Arroz + Avena + Trigo (1:1:1) 1 5

5. Unidad experimental

5.1. Modelo experimental

El estudio se desarrollé bajo un método experimental, utilizando un disefio
completamente al azar con cinco tratamientos correspondientes a los diferentes sustratos
solidos evaluados. Cada tratamiento tuvo cinco repeticiones, garantizando confiabilidad
estadistica en los resultados. Para el analisis de varianza (Tabla 4) se utiliz6 la ayuda del

software estadistico INFOSTAT version 2020 para la prueba de significacion de Tukey al 5%

Tabla 4. ADEVA de la influencia de sustratos solidos sobre Bauveria bassiana en bajo

condiciones de laboratorio.

Fuente de Variacion Grados de libertad

Total 24
Tratamientos 4
Repeticiones 4

Error Experimental 16
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6. Caracteristicas de la unidad experimental

6.1. Técnica de Fermentacion en Sustrato Sélido (FSS)

Se implementd la técnica de fermentacion en estado sélido, debido a que favorece la
produccion de conidios aéreos, propios del ciclo bioldgico de Beauveria bassiana.
Los sustratos seleccionados (arroz, avena y trigo) funcionaran como soporte fisico y fuente de

nutriente.
6.2. Técnica de Inoculacion Aséptica

Se realizé en la cdmara de flujo laminar o en ambiente estéril para evitar contaminaciones

durante la inoculacion.
6.3. Técnica de Cuantificacion de Conidios

Si el laboratorio lo permite, se utilizO un hemocitometro (cadmara de Neubauer) para

determinar la concentracion de esporas por mililitro.
7. Croquis del de ubicacion de los tratamientos

Los tratamientos estaran ubicados como lo muestra en la figura 4, donde se colocaran los

cinco tratamientos con las cinco repeticiones.

Repeticiones
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Figuras 5. Organizacion de los tratamientos inoculados dentro del laboratorio.
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8. Disefio del area experimental.

El area para el experimento conto, con una zona de aislamiento de multiplicacion de hongo
considerando una distribucion funcional que permita un adecuado flujo de trabajo dentro del
laboratorio agricola como se muestra en la (figura 5), se implement6 en la Granja Experimental
Rio Suma, donde se distinguen lugares especificos a la investigacion para fortalecer
conocimientos académicos. Este espacio estard destinado para garantizar la bioseguridad y el
control en la manipulacion de microorganismos El sitio de aislamiento estd reservado a la
manipulacion de muestras que requieren condiciones controladas, evitando contaminacién
cruzada y asegurando resultados confiables donde se realiz6 la investigacion y multiplicacion

bioldgica.

\\\S nueR [

Figura 6. Modelo en 3D del laboratorio agricola en la Granja Experimental Rio Suma.

9. Manejo de los experimentos.
El manejo del experimento se realizd, siguiendo estrictas normas de bioseguridad y
control microbioldgico con el fin de garantizar la confiabilidad de los resultados.

9.1. Control de Asepsia

e Toda el area de trabajo estuvo desinfectada antes y después de cada procedimiento con
alcohol al 70 %.
e Lainoculacion y manipulacion del hongo se realizé exclusivamente en cdmara de flujo

laminar (ambiente estéril).
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9.2. Conteo de las UFC (Unidades Formadoras de Colonias)

El conteo de microorganismos se realizo utilizando método de recuento directo a través de
la cdmara de Neubauer (Figura 3), para lo cual la muestra de cada tratamiento estuvo
homogenizada cuidadosamente para asegurar una distribuciéon uniforme de las células,
posteriormente se haran diluciones seriadas decimales en solucion salina estéril (0,85 % NaCl)
o en agua destilada estéril, con el objetivo de obtener una concentracion celular adecuada para
el conteo microscopico. De las disoluciones se trasvasara 0,25 pL y se ubicard en la cdmara de
Neubauer a la que se le colocara el cubreobjetos, que debe estar completamente limpio y
desinfectados. La cdmara se dejara reposar durante 1 a 2 minutos para permitir la sedimentacion

de las células (Brugger et al., 2012).

El conteo se realiz6 en un microscopio optico, utilizando el objetivo de 40X, donde se
observaron y registraron las células presentes en los cuadros grandes de la reticula central,
siguiendo las reglas estandarizadas de conteo incluir las células que toquen los bordes superior
e izquierdo de los cuadros y se excluyeron las que toquen los bordes inferior y derecho. Para
realizar el conteo fueron necesarios cuatro cuadros por cada muestra para obtener un promedio

representativo en los tratamientos (Dodge y Ludington, 2023).

Para la concentracion de microorganismos se calcularon considerando el volumen
conocido de la camara (0,1 mm de profundidad) primer paso la dilucion aplicada, expresando
los resultados como células por mililitro o, de manera estimada, como unidades formadoras de
colonias por mililitro (UFC/mL). proporcionard una estimacion rapida de la concentracion

microbiana, aunque no distinguird las células viables y no viables (Corral et al., 2012).

9.3. Manejo del inoculo

e La cepa de Beauveria bassiana se manipulo siempre con guantes, mascarilla y bata.

9.4. Manejo de los tratamientos

e (ada tratamiento se ubico en estanterias separadas para evitar contaminacion cruzada.

e Lasunidades experimentales se mantendran en un ambiente oscuro.
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9.5. Bioseguridad

e Se cumplio6 los protocolos de manejo de hongos entomopatdgenos recomendados por

FAO y el laboratorio agricola.

10. Variables independientes
Sustratos: Arroz, Avena, Trigo
11. Variables dependientes
Densidad de conidios (UFC/ml).

Calidad comercial del bioinsumo.
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CAPITULO IV

12. Evaluacion de los resultados

12.1. Concentracion de UFC de Beauveria bassiana como influencia en sustratos solidos

bajo condiciones de laboratorio.

Los resultados del analisis de varianza (ANOVA) que se muestra en la Figura 7,
evidenciaron que el tipo de sustrato solido influy6 significativamente en la concentracion de
unidades formadoras de colonias (UFC) de Beauveria bassiana obtenidas bajo condiciones de
laboratorio (p < 0,05). Entre los cinco tratamientos evaluados, la mezcla de arroz, avena, trigo
presentd la mayor concentracion alcanzando aproximadamente (T5) 2,12 x 107 UFC/mL,
estadisticamente superior al resto. En segundo lugar, se ubicé la avena (T2) 1,86 x 107 UFC/mL,
seguido del (T1) 1,74 x 10”7 UFC/mL. Por su parte (T3) 1,27 x 10” UFC/mL y la combinacion
de Avenay trigo (T4) 1,18 x 107 UFC/mL presentaron concentraciones menores sin diferencias

estadisticas entre ellos.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Yance y Lucero, (2024) quienes
sefialaron que el cultivo de Beauveria bassiana en estado sdlido utilizaron diferentes tipos de
sustrato para la concentracion de conidias, se observaron que el arroz resulto con menor valor
de 7,0787x10° UFC/mL, seguido de trigo con un valor de 7,1033 x10% UFC/mL, mostrando una
diferencia estadisticamente significativa respecto la avena con mayor valor de 8.6923 x10°

UFC/mL de las colonias del hongo entomopatogeno.

Los resultados obtenidos concuerdan con los reportados por Suarez et al (2022), al
evaluar la produccion masiva de aislados de Beauveria bassiana en cultivo sélido utilizando
arroz con diferentes porcentajes de harina, obtuvieron producciones entre T2 2,64 x 10'°UFC/g,
seguido del T1 con una concentracion 3,92 x 10° UFC/g, con rendimiento menor corresponde
al T3 con una concentracion 5,78 x 103 UFC/g, indicando que el 10° y 10'® que permiten
alcanzar altas concentraciones de conidios, concluye que los cereales, son los sustratos solidos

mas utilizados.

Los resultados obtenidos indican que la mezcla de arroz, avena y trigo favorecié una
mayor produccion de Beauveria bassiana, lo que podria atribuirse a una mayor disponibilidad
y complementariedad de nutrientes proporcionados por estos sustratos. Diversos estudios han

sefialado que la composicion nutricional del sustrato influye directamente en el crecimiento, en
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la esporulacién y la produccion de conidios del hongo, ya que aporta las fuentes de carbono y
nitrogeno necesarias para su desarrollo. Estos resultados coinciden con los reportados por
Suarez et al (2022), quien encontrd que la combinacion de diferentes cereales que incremento

significativamente la produccion de conidios en comparacion con sustratos individuales.
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Figura 7. Concentracion de UFC de Beauveria bassiana, segin la influencia de

sustratos so6lidos bajo condiciones de laboratorio.

12.2. Calidad comercial de Beauveria bassiana en funcion de los sustratos sélidos.

Al realizar una Comparacion de la concentracion de UFC del presente ensayo (Figura 8) con la
concentracion 1 x 107 UFC/mL (Nivel de calidad comercial buena) se observa que alcanzo este
nivel, el mismo que es el mas bajo para bioensayos, estando muy por debajo de los niveles
requeridos para tener (Buena calidad: 1 x 108 UFC/mL, alta calidad: 1 x 10° UFC/mL, muy
alta: 1 x 10' UFC/mL comercial respectivamente). Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Chiriboga (2015), quien determind que el hongo en las concentraciones 1 x 108
(T3) y 1 x 107 (T2) se consigui6 la mortalidad de Cosmopolites sordidus, en un 80 y 30 %

respectivamente.
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Muy alta Calidad Comercial
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Fijura 8.Comparacion de la concentracion (UFC) obtenida del anélisis de varianza

para calidad comercial de Beauveria bassiana.
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l.

CONCLUSIONES

Se establecid que la mezcla de arroz, avena y trigo fue el sustrato que facilitd
las condiciones mas favorables para el crecimiento de la Beauveria bassiana
bajo las condiciones de laboratorio.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la concentracion de unidades
formadoras de colonias (UFC) vario entre los sustratos evaluados, lo que
indica que la composicion de cada uno influye en la multiplicacién de
Beauveria bassiana. En este sentido, los sustratos con mejores
caracteristicas nutricionales representan una alternativa adecuada para

favorecer su desarrollo.
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RECOMENDACIONES

Es importante mantener medidas de bioseguridad, asepsia y un adecuado control
de las condiciones ambientales durante todo el proceso de preparacion, inoculacion e
incubacion de los sustratos, para evitar contaminaciones que puedan afectar los

resultados del estudio.

Determinar la calidad de sustrato con caracteristicas nutricionales adecuadas

para favorecer la multiplicacion del hongo.
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ANEXOS

Anexo 1. Construccion del cuarto de aislamiento.
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Anexo 3. Proceso de preparacion de la Beauveria bassiana, para inocular en el medio

de cultivo.
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Anexo 5. Muestra de Beauveria bassiana en el medio de cultivo.

o < 50 P
AL el 3’

Anexo 6. Recuento de conidias de Beauveria Bassiana en cimara de Neubauer.
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Anexo 7. Andlisis de la varianza (UFC)

Analisis de la varianza

Variable N R? R2A;] CV
ufC 25 0,95 0,94 5,36

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F  p-valor
Modelo 3,3056E+14 4 8,2641E+13 103,04 <0,0001
Tratamiento 3,3056E+14 4 8,2641E+13 103,04 <0,0001
Error 1,6041E+13 20  8,0204E+11

Total 3,4661E+14 24

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1694896,90440
Error: 802037499999,9998 gl: 20

Tratamiento Medias n E.E.
21735000,00 5 400509,05 A
19175000,00 5 400509,05 B

5

5

5

17400000, 00 400509, 05 C
13090000, 00 400509, 05
12105000,00 400509,05

SwWw RN O

D
D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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@ Resumen (seccion 1/2)

/
Localizacién de los textos sospechosos en el documénto :

= 111 . I | N .

Incluido en el porcentaje de textos sospechosos :

@ Similitudes 5%

Pasajes con similitudes a fuentes encontradas en diferentes colecciones.

Deteccion de IA 2%

Textos estilisticamente préximos a un texto generado por una lA.
Este indice es un indicador y no una prueba. Comprueba con el autor si domina los conocimientos mencionados en el documento.

@ Idiomas no reconocidos 6%

Pasajes en los que parte del vocabulario utilizado no forma parte del diccionario de la lengua.
Puede tratarse de un intento del autor de modificar el texto para evitar ser detectado.

g | I I8 e (B B
No incluido en el porcentaje de textos sospechosos :

0 Textos entre comillas 0%

Pasajes entre comillas, a menudo indicativos de una cita.
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E= Fuentes de similitudes (seccion 2/2)

@ Similitudes

Pasajes con similitudes a fuentes encontradas en diferentes colecciones.

Fuente principal detectada

N° Descripciones

EVALUACION DE SUSTRATOS NATURALES PARA LA PRODUCCION D...
www.redalyg.org/journal/339/33953499006/htmli/ (2

il

’

Beauveria bassia n Agricultura Hort

hortalan.com/ultimas-noticias/beauveria-bassiana-en-agricultura/ (3

¢Qué significa UFC y que representan en una muestra...
todosloshechos.es/que-significa-ufc-y-que-representan-en-una-muestra-mi... (2

& & O

Similitudes

3%

1%

<1%

5%

Ubicaciones
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