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Resumen

El uso intensivo de insecticidas quimicos en sistemas agricolas del Ecuador, particularmente
en la region Costa, representa un desafio para la sostenibilidad productiva debido a sus posibles
efectos sobre organismos benéficos como los hongos entomopatdgenos. Esta investigacion
evaluo el efecto de tres insecticidas, imidacloprid (neonicotinoide), deltametrina (piretroide) y
Chlorpyrifos (organofosforado), sobre la fisiologia y el desarrollo del hongo Beauveria
bassiana bajo condiciones controladas in vitro. El estudio se enfoc6 en examinar variables
como la viabilidad celular, la germinacién de conidias, el crecimiento micelial y la
esporulacion. La metodologia experimental consistié en enriquecer el medio PDA con cada
insecticida, seguido de la siembra de discos miceliales para evaluar el crecimiento radial, la
esporulacidn y la germinacion. La viabilidad celular se determin6 mediante un analisis de dafio
en el ADN utilizando el Ensayo de cometa (Comet Assay). Los datos fueron analizados
mediante ANOVA y la prueba de Tukey (p < 0.05), asegurando la normalidad y la
homogeneidad de varianzas. Los resultados mostraron que B. bassiana mantuvo un crecimiento
micelial activo en presencia de los tres insecticidas, con incrementos significativos en
comparacion con el control, especialmente con deltametrina y Chlorpyrifos. La esporulacion
no mostrd diferencias significativas entre los tratamientos, lo que indica estabilidad en la
produccion de conidios. Sin embargo, la germinacion de conidias se redujo en los tratamientos
con insecticidas. El ensayo de cometa reveld niveles diferentes de dafio en el ADN, siendo
deltametrina el compuesto mas genotéxico. En conclusion, B. bassiana demostrd una
tolerancia fisioldgica frente a los insecticidas evaluados en condiciones in vitro, manteniendo
parametros clave para su desempefio en biocontrol. Estos resultados proporcionan evidencia
sobre la posible coexistencia funcional entre el hongo y ciertos insecticidas, y establecen una

base solida para futuras evaluaciones in vivo y aplicaciones en el Manejo Integrado de Plagas.

Palabras clave: Beauveria bassiana, compatibilidad, insecticidas, crecimiento micelial.
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Abstract

The intensive use of chemical insecticides in Ecuadorian agricultural systems, particularly in
the coastal region, poses a challenge to sustainable production due to their potential effects on
beneficial organisms such as entomopathogenic fungi. This research evaluated the effect of
three insecticides—imidacloprid (neonicotinoid), deltamethrin (pyrethroid), and chlorpyrifos
(organophosphate)—on the physiology and development of the fungus Beauveria bassiana
under controlled in vitro conditions. The study focused on examining variables such as cell
viability, conidial germination, mycelial growth, and sporulation. The experimental
methodology consisted of enriching the PDA medium with each insecticide, followed by the
inoculation of mycelial discs to evaluate radial growth, sporulation, and germination. Cell
viability was determined by an analysis of DNA damage using the Comet Assay. Data were
analyzed using ANOVA and Tukey's test (p < 0.05), ensuring normality and homogeneity of
variances. The results showed that B. bassiana maintained active mycelial growth in the
presence of the three insecticides, with significant increases compared to the control, especially
with deltamethrin and Chlorpyrifos. Sporulation showed no significant differences between
treatments, indicating stability in conidia production. However, conidial germination was
reduced in insecticide treatments. The comet assay revealed different levels of DNA damage,
with deltamethrin being the most genotoxic compound. In conclusion, B. bassiana
demonstrated physiological tolerance to the evaluated insecticides under in vitro conditions,
maintaining key parameters for its performance in biocontrol. These results provide evidence
of the potential functional coexistence between the fungus and certain insecticides and establish
a solid foundation for future in vivo evaluations and applications in Integrated Pest

Management.

Keywords: Beauveria bassiana, compatibility, insecticides, mycelial growth.
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Introduccion
El control de plagas agricolas constituye un desafio global debido a la presion selectiva
generada por el uso prolongado de insecticidas quimicos. Los compuestos neonicotinoides,
piretroides y organofosforados, como imidacloprid, deltametrina y chlorpyrifos, han mostrado
eficacia en el control de insectos fitdfagos; sin embargo, su aplicacion intensiva ha provocado
resistencia, desequilibrios ecoldgicos y afectaciones a microorganismos benéficos como
Beauveria bassiana, un hongo entomopatdogeno de interés biotecnoldgico. La presente
investigacion evalua el efecto de estos insecticidas sobre la fisiologia y el desarrollo de B.
bassiana bajo condiciones in vitro, aportando evidencia sobre su compatibilidad en programas

de manejo integrado de plagas (MIP) sostenibles

Los insecticidas quimicos neonicotinoides, piretroides y organofosforados, como imidacloprid,
deltametrina y chlorpyrifos, destacan por su alta eficacia en controlar plagas, razén de su
amplia aplicacion agricola (Casida, 2017; Sparks y Nauen, 2015). Su uso intensivo ha generado
problematicas asociadas con la resistencia de plagas, efectos no deseados en organismos no
objetivos y riesgos ambientales (Bass et al., 2015). Aunque chlorpyrifos fue ampliamente
utilizado en el pasado, actualmente se encuentra prohibido en Ecuador; no obstante, su
inclusion experimental permite comparar la respuesta fisioldgica frente a distintos grupos

quimicos.

Los hongos entomopatdgenos han cobrado relevancia como agentes de control biologico.
Beauveria bassiana se ha consolidado como una de las especies mas estudiadas por su amplio
rango de hospederos, su capacidad para colonizar insectos y su potencial para integrarse en

programas de manejo integrado de plagas (Faria y Wraight, 2007).

Beauveria bassiana infecta a los insectos a través del contacto directo de sus conidios con la
cuticula, germinando, penetrando y proliferando en el interior del hospedero hasta provocar su

muerte (Ortiz y Keyhani, 2013).

El uso combinado de insecticidas quimicos y B. bassiana plantea interrogantes respecto a la
compatibilidad entre estos agentes. Investigaciones muestran que ciertos insecticidas inhiben
la germinacion, reducen la esporulacion y alteran procesos fisioldgicos del hongo, afectando

su eficacia biocontroladora (Inglis et al., 2001). También se han reportado casos de sinergismo,



donde la combinacién de ambos agentes mejora la mortalidad en insectos plaga (Quintela y

McCoy, 1998).

Resulta fundamental evaluar el efecto de insecticidas de amplio uso, como imidacloprid,
deltametrina y Chlorpyrifos, sobre B. bassiana bajo condiciones in vitro. Este andlisis permitira
comprender como dichas moléculas inciden en su viabilidad y procesos fisiologicos, aportando
informacion esencial para el disefio de estrategias de manejo integrado de plagas que sean

sostenibles y eficaces.



CAPITULO I: El Problema de la Investigacién
1.1. Planteamiento del problema
En los sistemas agricolas intensivos del Ecuador, especialmente en la region Costa, el uso
recurrente de insecticidas quimicos constituye una practica comun para el control de plagas en
cultivos de alta importancia econdmica. Estos compuestos permiten un control inmediato y
efectivo, su aplicacion continua puede generar efectos adversos sobre la biodiversidad del

agroecosistema.

Estos plaguicidas no solo eliminan insectos plaga, sino que también afectan a organismos
benéficos que intervienen en los agroecosistemas, como polinizadores, depredadores naturales
y microorganismos asociados al suelo y a las plantas. A nivel ambiental, se han documentado
alteraciones en la flora nativa, disminucion de poblaciones de insectos no objetivo y
contaminacion de cuerpos de agua, lo que repercute negativamente en la salud de los

ecosistemas y en la sostenibilidad de la produccion agricola.

Dentro de los organismos mas vulnerables se encuentran los hongos entomopatdgenos, agentes
bioldgicos fundamentales para el manejo integrado de plagas. Entre ellos, Beauveria bassiana
destaca por su capacidad de infectar a insectos de importancia agricola y mantener un control
natural y persistente. La exposicion a insecticidas puede alterar de manera directa sus procesos
fisiologicos, como la germinacion y la esporulacion, que determinan su viabilidad y su

potencial como biocontrolador.

La interaccion entre plaguicidas quimicos y microorganismos benéficos ha sido poco
explorada, especialmente a nivel fisioldgico. Esta ausencia de conocimiento impide establecer
con claridad la compatibilidad entre control quimico y bioldgico dentro de estrategias

sostenibles de manejo integrado de plagas.

1.2. Delimitacion del problema

La presente investigacion se centra en evaluar los efectos de los insecticidas imidacloprid,
deltametrina y Chlorpyrifos sobre el hongo entomopatdégeno Beauveria bassiana en
condiciones controladas de laboratorio. El estudio se realizara inicamente in vitro, utilizando
pruebas de germinacion, viabilidad y esporulacion como indicadores fisioldgicos del desarrollo

del hongo.



1.3. Formulacion del problema
(Cudl es el efecto de los insecticidas imidacloprid, deltametrina y chlorpyrifos, sobre el
crecimiento micelial, la esporulacion, la germinacion conidial y la viabilidad celular de

Beauveria bassiana bajo condiciones controladas in vitro?

En Ecuador, el uso intensivo de insecticidas quimicos continlla siendo una practica
predominante para el control de plagas agricolas, lo que ha generado preocupaciones
relacionadas con resistencia, impacto ambiental y afectacion de organismos benéficos. Entre
estos, Beauveria bassiana constituye un agente clave dentro de programas de Manejo Integrado
de Plagas. La evidencia sobre la compatibilidad fisiologica entre este hongo y determinados
insecticidas de uso agricola sigue siendo limitada en condiciones experimentales controladas.
La seleccion de imidacloprid y deltametrina responde a su vigencia en sistemas productivos
nacionales, mientras que chlorpyrifos se incluy6 con fines comparativos y toxicoldgicos, dada

su historica utilizacion y su relevancia en estudios de compatibilidad biologica.

1.4. Preguntas de investigacion
e Como influye la exposicion a insecticidas en el desarrollo y viabilidad de B. bassiana
en condiciones in vitro?
e [Qué efectos producen los insecticidas quimicos sobre la fisiologia de hongos

entomopatogenos como B. bassiana?

1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo General

Evaluar los efectos de los insecticidas imidacloprid, deltametrina y Chlorpyrifos sobre
Beauveria bassiana bajo condiciones controladas, para determinar su impacto en la eficacia

del hongo como biocontrolador en sistemas agricolas.

1.5.2. Objetivos Especificos
e Cuantificar la viabilidad celular y germinacion de Beauveria bassiana tras la exposicion
a diferentes insecticidas quimicos.
e Analizar los efectos de los insecticidas sobre el crecimiento y esporulacion de

Beauveria bassiana.



e Realizar la caracterizacion morfologica y molecular de la cepa de Beauveria bassiana

empleada en la investigacion

1.6. Hipotesis

Ho: Los insecticidas evaluados no tienen un efecto significativo sobre la fisiologia y el
desarrollo de B. bassiana bajo condiciones in vitro.

Hi: Los insecticidas evaluados tienen un efecto significativo sobre la fisiologia y el desarrollo

de B. bassiana bajo condiciones in vitro.

1.7. Justificacion

El estudio de la interaccion entre insecticidas quimicos y hongos entomopatdgenos representa
una necesidad prioritaria en la busqueda de alternativas sostenibles para el manejo de plagas
en sistemas agricolas intensivos del Ecuador, particularmente en la region Costa. Insecticidas
como imidacloprid y deltametrina se emplean de forma recurrente por su eficacia y amplio
espectro de accion. Chlorpyrifos fue ampliamente utilizado en el pasado, actualmente se
encuentra prohibido en el pais; no obstante, su evaluacion experimental permite realizar
comparaciones fisiologicas entre distintos grupos quimicos. La aplicacion intensiva de estos
compuestos puede generar resistencia en plagas, afectar organismos benéficos y provocar

impactos ambientales.

Los hongos entomopatdgenos, particularmente B. bassiana, se perfilan como agentes de
biocontrol con gran potencial, gracias a su amplio rango de hospederos y su capacidad de

integrarse en sistemas agricolas sostenibles.

La interaccion de estos hongos con insecticidas quimicos a nivel fisioldgico ha sido poco
explorada, especialmente bajo condiciones controladas in vitro. Estudios previos se han
centrado en la eficacia del control de plagas, persiste un vacio de conocimiento sobre como
diferentes insecticidas afectan la germinacion de conidios, la viabilidad celular y la

esporulacion de B. bassiana (Dannon et al., 2020).

Este estudio busca llenar esa brecha mediante un enfoque biotecnoldgico, orientado a
comprender los efectos de insecticidas sobre B. bassiana y aportar informacion fundamental
para la optimizacion de bioinsecticidas y el desarrollo de coformulaciones compatibles. La

integraciéon de agentes biologicos y quimicos en formulaciones complementarias podria
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mejorar la eficacia del control de plagas, reduciendo el impacto ambiental y la dependencia de

pesticidas sintéticos.

El aporte cientifico de la investigacion radica en generar evidencia sobre la compatibilidad o
antagonismo entre insecticidas y B. bassiana, permitiendo disenar estrategias de manejo
integrado de plagas (MIP) que sean eficaces y sostenibles. Los resultados de esta investigacion
aportaran evidencia cientifica sobre la compatibilidad entre insecticidas y B. bassiana,

orientando estrategias de manejo integrado de plagas mas sostenibles y eficaces en sistemas

agricolas.

1.8. Declaracion de las variables (Operacionalizacion)

Tipo de
p. Conceptualizacion Dimension Técnica Unidad
variable
Insecticidas Aplicacion en
Independiente ) Tipo )
P quimicos P medio PDA
Conteo
Germinacion microscopico % de
de conidios de conidios germinacion
. erminados
Viabilidad celular gE q
: nsayo de
de B. bassiana Y
cometa (Comet .
e Daiio celular
Viabilidad Assay) para .
., (cualitativo)
deteccion de
dafio genético
L Medicién del
Crecimiento .,
.. diametro de mm
micelial ..
. Procesos crecimiento
Dependiente g >
fisiologicos Produccion de . .,
.. Cuantificacion ..
conidios .. conidios/cm?
., de conidios
(esporulacion)
Caracterizacion
macroscopica y
microscopica
., P Morfologia
Caracterizacion ) ., (color, textura,
, . Identificacion observada;
morfologica 'y estructuras .
lecul de la cepa ductivas) Secuencia
molecular reproductivas
P .., GenBank
y secuenciacion
del marcador
ITS por PCR




CAPITULO II: Marco Teérico Referencial

2.1. Antecedentes Referenciales

Hirapara et al. (2023), evaluaron la compatibilidad de doce insecticidas y cinco fungicidas con
Beauveria bassiana mediante la técnica del medio envenenado en PDA, usando tres dosis
(inferior, recomendada, superior). Su objetivo fue clasificar los productos segliin su impacto en
el crecimiento micelial para guiar aplicaciones en campo. Los resultados mostraron que fipronil
fue el mas compatible (grado 1: inocuo en todas las dosis), seguido por clorantraniliprole,
acetamiprid y dimetato. En contraste, diclorvos y quinalfos fueron altamente toxicos (grado 4).
Entre los fungicidas, solo el clortalonilo fue ligeramente dafiino; los demés (hexaconazol,
mancozeb, carbendazim, propiconazol) resultaron toxicos o muy toxicos. La conclusion fue
que fipronil, clorantraniliprole y acetamiprid son los insecticidas mas adecuados para combinar
con B. bassiana, mientras que los fungicidas azdlicos y organofosforados deben evitarse en

programas de biocontrol simultdneo (Hirapara et al., 2023).

Thomas et al. (2025), evaluaron la compatibilidad de seis insecticidas imidacloprid, clorpirifos,
quinalfos, dimetato, diclorvos y fenvalerato con Beauveria bassiana bajo condiciones in vitro
para identificar combinaciones viables en manejo integrado de plagas. Su objetivo fue clasificar
la toxicidad de estos compuestos sobre la germinacion de conidios, crecimiento micelial y
produccion de esporas mediante una escala estandarizada (harmless a harmful). Utilizaron
medio PDA suplementado con tres concentraciones (recomendada, por debajo y por encima)
de cada insecticida, incubando placas a 26 °C durante 14 dias y cuantificando inhibicion
mediante medicioén radial y conteo de conidios en camara de Neubauer. Los resultados
mostraron que imidacloprid y fenvalerato fueron “inocuos” (<50% de inhibicion), manteniendo
la germinacion (>65%) y esporulacion cercana al control; en contraste, clorpirifos, quinalfos y
dimetato causaron inhibicion moderada a severa (50-85%), mientras que el diclorvos fue
altamente toxico (100% de inhibicion). La conclusion fue que imidacloprid y fenvalerato son
compatibles con B. bassiana, lo que permite su uso conjunto en programas de MIP sin
comprometer la eficacia bioldgica del hongo, mientras que clorpirifés requiere precaucion

debido a su efecto inhibidor en procesos clave (Thomas et al., 2025).

Litwin et al. (2023), investigaron los efectos de la acumulacion de insecticidas piretroides A-
cialotrina, a-cipermetrina y deltametrina en el metabolismo del hongo entomopatogeno
Beauveria bassiana. El objetivo del estudio fue determinar la capacidad del hongo para

acumular estos compuestos y evaluar sus consecuencias protedmicas, lipidicas y fisiologicas.
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La metodologia incluy6 cultivos del aislamiento ARSEF 2860 en medio Sabouraud dextrosa
con concentraciones controladas de piretroides, seguidos de analisis proteémicos mediante LC-
MS/MS y MALDI TOF/TOF, cuantificacion de lipidos por LC-MS/MS y medicion enzimatica
(ANOVA y pruebas no paramétricas). Los resultados revelaron que B. bassiana acumulo hasta
el 90 % de los piretroides en las primeras 48 h, induciendo estrés oxidativo, alteraciones en
enzimas metabdlicas y reduccion de proteasas clave en la infectividad (PR1 y PR2). Ademas,
se observdo una disminucion de la fosfolipasa C e incremento en la relacion
triacilglicéridos/diacilglicéridos. Los autores concluyen que la exposicion prolongada a
piretroides modifica profundamente el metabolismo fungico y sugiere que B. bassiana podria
participar en la retencion ambiental de estos contaminantes, implicando relevancia tanto

ecologica como biotecnologica (Litwin et al., 2023).

Joseph et al. (2023), evaluaron la compatibilidad de cinco insecticidas y dos fungicidas con
Beauveria bassiana en un disefio factorial 7x3 (dosis baja, recomendada, alta) para determinar
su viabilidad en MIP agricola. Su objetivo fue identificar pesticidas seguros para coaplicacion,
midiendo crecimiento micelial (diametro de colonia en PDA) y produccion de conidios tras 8
dias. Utilizaron técnica de medio envenenado y conteo en cdmara de Neubauer. Los resultados
indicaron que fipronil, imidacloprid, clorantraniliprole y sus combinaciones mostraron baja
inhibicion (<50%), siendo clasificados como compatibles, mientras que clorpirif6s,
hexaconazol y propiconazol causaron inhibicion del 100%, impidiendo completamente el
crecimiento y esporulacion. La conclusidon fue que insecticidas como fipronil e imidacloprid
pueden integrarse sin riesgo con B. bassiana, pero fungicidas azolicos deben evitarse por
completo en programas de biocontrol, ya que anulan totalmente la funcionalidad del hongo

(Joseph et al., 2023).

Sain et al. (2019), evaluaron la compatibilidad de diez hongos entomopatdgenos, incluyendo
B. bassiana, con insecticidas quimicos y botanicos para el manejo integrado de Bemisia tabaci
en algodén. Su objetivo fue identificar combinaciones Optimas que preservaran la viabilidad
fungica mientras se mantenia el control de plagas. Utilizaron la técnica del medio envenenado
in vitro para medir la inhibicion del crecimiento micelial y la produccion de conidios frente a
dosis completas y mitades de insecticidas. Los resultados mostraron que B. bassiana ARSEF
2860 presento alta compatibilidad con spiromesifen, diafenthiuron y buprofezin, mientras que
imidacloprid, fipronil y profenofoés causaron fuerte inhibicion. Concluyeron que ciertos

insecticidas, especialmente los reguladores del crecimiento, son compatibles con B. bassiana,



lo que permite su uso conjunto en programas de MIP sin comprometer la eficacia biologica

(Sain et al., 2019).

Majchrowska-Safaryan et al. (2025), evaluaron el efecto de tres piretroides —deltametrina, A-
cialotrina y a-cipermetrina— sobre el crecimiento micelial y la actividad metabolica de dos
cepas de B. bassiana y B. brongniartii bajo condiciones in vitro. Su objetivo fue determinar la
compatibilidad de estos insecticidas ampliamente utilizados en agricultura con hongos
entomopatogenos, analizando no solo la inhibicion del crecimiento, sino también la viabilidad
metabolica mediante un ensayo de fluorescencia. Utilizaron medio SDA suplementado con tres
concentraciones (1/10x, recomendada, 10x) de cada piretroide, midiendo el didmetro de
colonia durante 20 dias y la actividad metabdlica mediante lectura fluorimétrica tras 72 horas
de exposicion. Los resultados mostraron que la A-cialotrina a la dosis recomendada causo la
menor inhibicion del crecimiento en B. bassiana, mientras que la a-cipermetrina fue altamente
toxica, inhibiendo completamente el crecimiento a la dosis 10x. En contraste, la deltametrina
afecto significativamente la actividad metabolica de ambas cepas, incluso a dosis bajas. La A-
cialotrina a la dosis recomendada y 1/10x aument¢ la actividad metabodlica de B. bassiana hasta
en un 60%, sugiriendo un efecto estimulante a concentraciones subletales. La conclusion fue
que la toxicidad de los piretroides no es uniforme: algunos, como la A-cialotrina, pueden ser
compatibles o incluso estimulantes para B. bassiana en ciertas dosis, lo que implica que la
evaluacion debe ir mas alla del crecimiento micelial y considerar parametros metabolicos
sensibles como indicadores confiables de impacto fisioldgico en programas de MIP

(Majchrowska-Safaryan et al., 2025).

Rivero-Borja et al. (2018), analizaron la interaccion entre dos hongos entomopatdogenos
(Beauveria bassiana Bb88 y Metarhizium anisopliae ETL) y dos insecticidas (chlorpyrifos etil
y spinosad) para controlar la polilla del maiz (Spodoptera frugiperda), una plaga con alta
resistencia natural a los hongos y rapida evolucion de resistencia a insecticidas. El objetivo fue
determinar si dosis subletales (LCso) de insecticidas podian mejorar la eficacia de los hongos
mediante diferentes secuencias de aplicacion. La metodologia incluy6 la aplicacion de hongos
e insecticidas en tres secuencias: hongo-seguido-de-insecticida, aplicacion simultanea e
insecticida-seguido-de-hongo, en larvas de tercer estadio, evaluando mortalidad y esporulacion
tras siete dias. Los resultados revelaron que, aunque los hongos solos causaron menos del 1%
de mortalidad, su esporulacion aumento6 significativamente (hasta 47%) cuando se combinaban

con insecticidas, especialmente con spinosad aplicado simultanea o previamente. Sin embargo,



se observo antagonismo cuando el chlorpyrifos se aplicaba antes o junto con Bb88, reduciendo
la mortalidad hasta un 19.3%. La conclusion es que combinaciones especificas —
especialmente spinosad con hongos— pueden potenciar la infeccion y generar mortalidad
sinérgica, sugiriendo que su integracion en programas de Manejo Integrado de Plagas (MIP)
reduce el uso de quimicos, pero que ciertas combinaciones (chlorpyrifos + Bb88) deben

evitarse por su efecto antagonista (Rivero-Borja et al., 2018).

Oliveira et al. (2003), evalaron la compatibilidad in vitro del hongo entomopatogeno B.
bassiana (cepas CG425) con ocho insecticidas comunmente usados en cultivos de café, con el
objetivo de identificar formulaciones que no inhiban su viabilidad, crecimiento o esporulacion,
facilitando su integracion en programas de Manejo Integrado de Plagas (MIP) contra la broca
del café¢ (Hypothenemus hampei). La metodologia consistid en aplicar tres concentraciones
(recomendacion de campo, 50% y 200%) de insecticidas sobre conidios en agar, midiendo
germinacion, crecimiento micelial y produccion de conidios. Los resultados mostraron que
clorpirifos, triazofos y endosulfan inhibieron completamente la germinacion (100%), mientras
que tiametoxam y alfa-cipermetrina mostraron la menor inhibicion, con tasas de germinacion
similares al control (92-94%) incluso a dosis de campo. El tiametoxam también no afecto
negativamente el crecimiento o la esporulacion. La conclusion es que tiametoxam y alfa-
cipermetrina son compatibles con B. bassiana, lo que permite su uso conjunto en MIP sin
comprometer el control bioldgico, mientras que insecticidas como el clorpirifos deben evitarse
en combinaciones con hongos debido a su toxicidad severa para los conidios (Oliveira et al.,

2003).

Meyling et al. (2018), investigaron como la secuencia y el intervalo temporal entre la
exposicion al hongo entomopatdégeno Beauveria bassiana y el insecticida piretroide alfa-
cipermetrina afectan la mortalidad sinérgica en el escarabajo Tenebrio molitor, buscando
optimizar estrategias de control integrado. El objetivo fue determinar si la aplicacion secuencial
mejora la eficacia comparada con la aplicacion simultanea, usando el modelo de Accion
Independiente (IA) para cuantificar interacciones. La metodologia incluy¢ tres experimentos
con intervalos de 24, 48 y 72 horas entre aplicaciones, midiendo mortalidad diaria durante 8—
10 dias. Los resultados demostraron sinergia significativa solo cuando el hongo se aplicaba 48—
72 horas antes del insecticida, alcanzando 100% de mortalidad frente al 60% esperado por IA.
Cuando el insecticida se aplicaba primero, incluso 24 horas antes, no hubo sinergia. La

conclusion es que la secuencia es critica: la infeccion fungica previa debilita la capacidad del
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insecto para detoxificar el insecticida, generando sinergia, lo que sugiere que estrategias de
MIP deben priorizar la aplicacion de hongos primero, seguida de insecticidas a baja dosis tras

2-3 dias, para maximizar el control y reducir el uso quimico (Meyling et al., 2018).

Chen et al. (2021), investigaron la compatibilidad y sinergia entre la cepa de hongo
entomopatogeno Beauveria bassiana PfBb, aislada de larvas de la polilla Phauda flammans, y
cinco insecticidas comerciales (beta-cipermetrina, matrina, imidacloprid, flufenoxurén y
metaflumizona) para desarrollar estrategias de Manejo Integrado de Plagas (MIP) sostenibles.
El objetivo fue evaluar como diferentes concentraciones (recomendada, 20% y 10%) de los
insecticidas afectan in vitro el crecimiento micelial, la esporulacion y la germinacion de
conidios, asi como su efecto sinérgico en la mortalidad larval in vivo. La metodologia combiné
ensayos in vitro para medir parametros fingicos con bioensayos de mortalidad acumulada y
tiempo letal medio (LTso) en larvas de cuarto estadio. Los resultados demostraron que la beta-
cipermetrina a la concentracion del 10% fue el insecticida mas compatible, causando la menor
inhibicion en todos los parametros fungicos evaluados, incluyendo la germinacién mas alta
(73.86%) y el menor efecto sobre el crecimiento micelial. En los bioensayos, la combinacion
de B. bassiana PfBb con cualquiera de los insecticidas al 10% de la dosis recomendada produjo
una mortalidad acumulada significativamente mayor que la del insecticida solo, y la mortalidad
por la combinacion de PfBb con beta-cipermetrina al 10% fue comparable a la causada por el
hongo solo. La tasa de cadaveres (larvas muertas con esporulacion flngica) tras esta
combinacion no diferia estadisticamente de la infeccion con el hongo por si solo, indicando
que el insecticida no interfirid con la infeccion. La conclusion es que la integracion de B.
bassiana PfBb con beta-cipermetrina a una dosis reducida (10%) es una estrategia altamente
prometedora, ya que mejora la eficacia del insecticida, reduce la carga quimica y mantiene la
capacidad del hongo para infectar y esporular en los cadaveres, lo que fortalece el control

bioldgico sostenible contra P. flammans (Chen et al., 2021).
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2.2. Marco Conceptual

2.2.1. Beauveria bassiana

Beauveria bassiana es un hongo entomopatogeno deuteromicete de distribucion cosmopolita,
que coloniza diversos nichos edéficos. Este micopatogeno ejerce su accion biocida a través de
un mecanismo de infeccion por contacto, siendo capaz de parasitar a una amplia gama de
artropodos plaga de importancia agricola (Dannon et al., 2020). Debido a su especificidad y
eficacia, constituye el principio activo central de numerosas formulaciones de bioplaguicidas

registradas para su aplicacion en el manejo integrado de cultivos (Jain et al., 2023).

2.2.2. Insecticidas Quimicos

Los insecticidas quimicos son sustancias utilizadas para controlar insectos plaga, clasificados
en grupos como neonicotinoides, piretroides y organofosforados (Aznar-Alemany y Eljarrat,
2020). Actuan interfiriendo en el sistema nervioso de los insectos, ya sea bloqueando o
estimulando neurotransmisores. Su uso indiscriminado puede llevar al desarrollo de resistencia

en las poblaciones de insectos (Araujo et al., 2023).

2.2.3. Hongos Entomopatogenos

Los hongos entomopatégenos son microorganismos que infectan y matan insectos,
desempeniando un papel crucial en el control bioldgico de plagas (Deka et al., 2021). Estos
hongos penetran la cuticula del insecto y se desarrollan internamente, liberando toxinas que

afectan el sistema nervioso (Ortiz y Keyhani, 2013).

2.2.4. Desarrollo y Viabilidad Fungica

La viabilidad de B. bassiana depende de factores ambientales como temperatura, humedad y
pH. La germinacion de conidios es mdas eficiente en condiciones de alta humedad y
temperaturas moderadas (Quesada-Moraga et al., 2024). La exposicién a condiciones
desfavorables puede reducir su efectividad como un controlador biologico (Quesada-Moraga

et al., 2024).
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2.2.5. Manejo Integrado de Plagas (MIP)

El MIP es una estrategia que combina métodos bioldgicos, quimicos y culturales para controlar
plagas de manera sostenible (Singh, 2022). La inclusion de B. bassiana en programas de MIP
ha demostrado ser efectiva en el control de diversas plagas agricolas. Esta integracion reduce

la dependencia de insecticidas quimicos y promueve la biodiversidad (Angon et al., 2023).

2.2.6. Resistencia de Plagas

La resistencia de plagas a insecticidas se desarrolla cuando las poblaciones de insectos
sobreviven a exposiciones repetidas a estas sustancias (Khan et al., 2020). Este fendmeno
puede comprometer la eficacia de los biocontroladores como B. bassiana. Implementar
estrategias de manejo que consideren la resistencia es esencial para mantener la efectividad del

control bioldgico (Wang et al., 2024).

2.3. Marco Teodrico

2.3.1. Biologia y ciclo de vida de Beauveria bassiana

Beauveria bassiana es un hongo cosmopolita que se encuentra naturalmente en suelos de todo
el mundo. Su ciclo de vida incluye dos fases principales: patogénesis y saprogénesis (Rana et
al., 2024). Durante la patogénesis, los conidios germinan al entrar en contacto con la cuticula
del insecto, penetran en su interior y proliferan, causando la muerte del huésped en un periodo

que varia entre 3 y 9 dias, dependiendo de la cepa y las condiciones ambientales.

En la fase de saprogénesis, el hongo se desarrolla en el cadaver del insecto, produciendo nuevas

conidias que pueden infectar a otros insectos (Deshmukh y Sridhar, 2024).

2.3.2. Morfologia y caracteristicas generales del hongo

Beauveria bassiana presenta un micelio hialino, septado y ramificado, con conidi6foros
simples o ramificados que producen conidios hialinos, globosos a subglobosos (Zimmermann,
2007). Estos conidios forman agregados en forma de racimos, responsables de la diseminacién
del hongo y de su capacidad infectiva en insectos plaga bajo condiciones naturales y

experimentales.
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Los conidios constituyen la principal estructura infectiva, capaces de adherirse a la cuticula del
insecto hospedador y germinar bajo condiciones favorables de humedad y temperatura (Zhang
et al., 2025). Este proceso inicial es determinante para el establecimiento de la infeccion y
explica la importancia de la morfologia conidial en la eficacia biocontroladora (Collinge et al.,

2022).

Este hongo exhibe una notable plasticidad fisiologica que le permite desarrollarse en diversos
sustratos (Mascarin et al., 2023). Su capacidad de crecer tanto en medios artificiales como en
ambientes naturales lo convierte en un hongo versatil, capaz de persistir en agroecosistemas y

colonizar diferentes habitats, manteniendo su potencial entomopatéogeno (Sharma et al., 2020).

2.3.3. Taxonomia y clasificacion de Beauveria bassiana

Beauveria bassiana pertenece al reino Fungi, filo Ascomycota, clase Sordariomycetes, orden
Hypocreales y familia Cordycipitaceae, siendo considerada un hongo entomopatéogeno con
amplia relevancia agricola (El-Maraghy et al., 2023). Su clasificacion taxondmica se
fundamenta en caracteristicas morfologicas y moleculares, destacando la variabilidad genética
entre cepas y su estrecha relacion filogenética con géneros como Cordyceps 'y Isaria (Kobmoo

etal., 2021).

Tabla 1

Clasificacion taxonomica de Beauveria bassiana

Clasificacion taxonomica

Reino:  Fungi

Filo: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Familia: Cordycipitaceae
Género: Beauveria

Especie: bassiana

Fuente: (Dannon et al., 2020)

2.3.4. Principales grupos de insecticidas y su modo de accion
Los insecticidas constituyen una herramienta esencial en el manejo de plagas agricolas,

destacando tres grupos principales: neonicotinoides, piretroides y organofosforados. Cada uno
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presenta mecanismos de accion especificos a nivel molecular y fisiologico, que afectan el

sistema nervioso de los insectos (Araugjo et al., 2023).

Tabla 2

Clasificacion de grupos quimicos de insecticidas

Grupo Quimico Ejemplos Modo de Accion

Neonicotinoides Imidacloprid Agonistas de los receptores nicotinicos de acetilcolina,
aumentando los niveles intracelulares de calcio.

Piretroides Deltametrina Interfieren con los canales de sodio dependientes de
voltaje, causando paralisis y muerte del insecto.

Organofosforados Chlorpyrifos Inhiben la acetilcolinesterasa, interfiriendo con la

transmision neuromuscular.

Fuente: (Aragjo et al., 2023)

2.3.5. Mecanismos de accion de insecticidas neonicotinoides

Los insecticidas neonicotinoides son compuestos sintéticos que actian como agonistas de los
receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) en el sistema nervioso central de los insectos
(Houchat et al., 2020). Al unirse a estos receptores, los neonicotinoides inducen una
despolarizacion prolongada de las membranas neuronales, lo que resulta en una
sobreestimulacion neuronal, paralisis y muerte del insecto objetivo (Paoli y Giurfa, 2024). Para
los propositos de estudio se uzaron concentraciones subletales, con el fin de permitir la

observacion de efectos fisiologicos sin causar la muerte inmediata de los insectos.

Estos compuestos tienen una alta afinidad por los nAChRs insectiles, lo que les confiere una
alta selectividad y eficacia en el control de plagas (Salgado, 2021). Su uso generalizado ha
generado preocupaciones sobre la resistencia de las plagas y los efectos en organismos no

objetivo, como polinizadores y fauna acuatica.
La persistencia ambiental de los neonicotinoides también es motivo de preocupacion, ya que

pueden acumularse en el suelo y en cuerpos de agua, afectando la biodiversidad y los

ecosistemas acuaticos (Borsuah et al., 2020).
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2.3.6. Mecanismos de accion de insecticidas piretroides

Los insecticidas piretroides son compuestos sintéticos derivados de la piretrina, un insecticida
natural (Hodosan et al., 2023). Actlan interfiriendo con la funcion de los canales de sodio
dependientes de voltaje en las membranas neuronales de los insectos. Los piretroides al unirse
a estos canales prolongan la apertura de estos, lo que conduce a una despolarizacion continua
de las neuronas, interrumpiendo la transmision nerviosa y causando pardlisis y muerte del

insecto (Hodgson, 2020).

La alta selectividad de los piretroides hacia los insectos y su baja toxicidad para mamiferos los
hace populares en el control de plagas agricolas y domésticas (Ravula y Yenugu, 2021). El uso
repetido y a altas dosis ha llevado al desarrollo de resistencia en diversas especies de insectos,

lo que reduce la eficacia de estos compuestos (Aratjo et al., 2023).

2.3.7. Mecanismos de accion de insecticidas organofosforados

Los insecticidas organofosforados (OP) son compuestos quimicos que inhiben la actividad de
la enzima acetilcolinesterasa (AChE), responsable de la degradacion de la acetilcolina en las
sinapsis neuronales. Al inhibir esta enzima, los OPs provocan una acumulacion de acetilcolina,
lo que lleva a una estimulacion continua de las neuronas, resultando en paralisis y muerte del

insecto (Aroniadou-Anderjaska et al., 2023).

La inhibicion de la AChE por los OPs se produce mediante la fosforilacion del sitio activo de
la enzima, impidiendo su funcion normal (Aroniadou-Anderjaska et al., 2023). Este mecanismo

de accion es comun entre los OPs y es responsable de su alta toxicidad para los insectos.

Los OPs también presentan riesgos para la salud humana y animal, ya que pueden causar
efectos toxicos agudos y cronicos (Badr, 2020). El uso prolongado ha llevado al desarrollo de

resistencia en diversas especies de insectos, lo que limita su eficacia en el control de plagas.

2.3.8. Mecanismos de infeccion y patogenicidad en insectos
Beauveria bassiana es un hongo entomopatdgeno que infecta a los insectos a través de la
adhesion de sus conidios a la cuticula del insecto (Baek et al., 2022). Una vez adheridos, los

conidios germinan y penetran la cuticula mediante la liberacion de enzimas hidroliticas que
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degradan la quitina, facilitando la invasion del hongo en los tejidos internos del insecto

(Bhadani et al., 2022).

Tras la penetracion, el hongo se multiplica en los tejidos internos del insecto, liberando toxinas
que afectan el sistema inmunoldgico del hospedador. Estas toxinas, como la beauvericina y la
bassianolida, alteran las funciones celulares y contribuyen a la muerte del insecto (Wang et al.,

2021).

2.3.9. Factores ambientales que afectan la eficacia de Beauveria bassiana

La eficacia de Beauveria bassiana como agente de control bioldgico esta fuertemente
condicionada por factores ambientales. La temperatura regula tanto la germinacioén de los
conidios como el crecimiento micelial, siendo las condiciones moderadas las que permiten un
desarrollo optimo y favorecen la capacidad infecciosa del hongo (Quesada-Moraga et al.,

2024).

La humedad relativa elevada potencia la germinacion conidial y la infeccion del hospedador,
mientras que la baja humedad limita la dispersion y viabilidad del hongo. La radiacion
ultravioleta degrada los conidios, reduciendo su supervivencia y efectividad, lo que subraya la
importancia de considerar estas variables en programas de manejo integrado de plagas (Abdul

Qayyum et al., 2021).

2.3.10. Resistencia de insectos a insecticidas y su impacto en biocontroladores

La resistencia de los insectos a los insecticidas es un fendmeno complejo que involucra
cambios genéticos y fisioldgicos en las poblaciones de plagas (Metcalf, 1955). Estos cambios
pueden incluir mutaciones en los sitios de accion de los insecticidas, aumento de la actividad
de enzimas desintoxicantes y alteraciones en la permeabilidad de la membrana celular

(Ranganathan et al., 2022).

La resistencia reduce la eficacia de los insecticidas, lo que puede llevar a un mayor uso de estos
compuestos y, en consecuencia, a un aumento de la presion de seleccion sobre las poblaciones
de insectos. Este ciclo puede resultar en una resistencia aiin mayor y en la aparicion de plagas

mas dificiles de controlar (Siddiqui et al., 2022).
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El desarrollo de resistencia también puede afectar la eficacia de los biocontroladores
microbianos, como B. bassiana (Dannon et al., 2020). Las interacciones entre insecticidas y
hongos entomopatdgenos pueden ser complejas, y la resistencia a los insecticidas puede alterar

estas interacciones, reduciendo la efectividad del control biolégico (Samal et al., 2023).

2.3.11. Interacciones entre insecticidas y hongos entomopatégenos

Las interacciones entre insecticidas y hongos entomopatégenos, como Beauveria bassiana,
pueden clasificarse en sinérgicas, antagonistas o neutras, dependiendo de factores como el tipo
de insecticida, la dosis aplicada, el momento de la aplicacion y las condiciones ambientales
(Mantzoukas et al., 2022). En interacciones sinérgicas, la combinacion de ambos agentes
resulta en una mayor mortalidad de la plaga en comparacion con su aplicacion individual

(Sharma et al., 2024).

Las interacciones antagonistas ocurren cuando el insecticida reduce la eficacia del hongo
entomopatogeno, ya sea por toxicidad directa sobre el hongo o por alteracion del ambiente
necesario para su desarrollo. Estas interacciones pueden disminuir la efectividad del control
bioldgico y, por lo tanto, deben ser consideradas al disefiar estrategias de manejo integrado de

plagas (Dannon et al., 2020).

2.3.12. Aplicaciones de Beauveria bassiana en Manejo Integrado de Plagas (MIP)

Beauveria bassiana ha emergido como una herramienta clave en el Manejo Integrado de Plagas
(MIP), debido a su capacidad para infectar una amplia gama de insectos plaga. Su aplicacion
en cultivos agricolas permite reducir la dependencia de insecticidas quimicos, promoviendo

practicas mas sostenibles y ecoldgicas (Dannon et al., 2020).

La implementacion de B. bassiana en MIP implica su uso en combinacion con otras estrategias,
como la rotacidn de cultivos, el uso de cultivos resistentes y la liberacion de enemigos naturales
(Singh, 2022). Esta integracion mejora la eficacia del control de plagas y contribuye a la

conservacion de la biodiversidad.

El uso de B. bassiana en MIP ha demostrado ser efectivo en el control de plagas en diversos

cultivos, como hortalizas, frutales y cereales (Dannon et al., 2020). Su aplicacion reduce la
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necesidad de tratamientos quimicos, disminuyendo los riesgos para la salud humana y el medio

ambiente (Cai y Dimopoulos, 2025).

Tabla 3

Diferentes interacciones del insecticida

Tipo de

interaccion

Descripcion general

Efecto fisiologico
sobre Beauveria

bassiana

Implicacion en el control

de plagas

Sinérgica

Accion en conjunto del
insecticida y hongo que
aumenta la mortalidad

del insecto hospedador.

Incremento en la
germinacion 0
virulencia del hongo
ante dosis subletales

de insecticida.

Mejora la eficacia del MIP
y reduce la dosis quimica

necesaria.

Antagonica

Insecticida interfiere de
manera negativa con el

desarrollo del hongo.

Reduce el
crecimiento micelial

o esporulacion.

Disminuye la efectividad
del biocontrol en
consecuencia puede

generar fallas en campo.

Neutra

No existe interferencia
significativa entre

ambos agentes.

Coexistencia
fisiologica del hongo
y el insecticida sin

efectos adversos.

Permite su aplicacion

combinada sin
comprometer el control

biologico.

Fuente: (Oliveira et al., 2003; Thomas et al., 2025)
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CAPITULO III: Disefio Metodolégico

3.1. Tipo y disefio de investigacion

El estudio experimental y cuantitativo, orientado a la comprobacion de hipotesis mediante la
recoleccion de datos objetivos y el andlisis estadistico de variables fisiologicas del hongo
Beauveria bassiana expuesto a distintos insecticidas. Este enfoque permite establecer
relaciones causales entre la exposicion quimica y las respuestas bioldgicas del microorganismo,

asegurando precision en la medicion de los efectos y reproducibilidad de los resultados.

El disefio experimental corresponde a un ensayo in vitro, con tratamientos definidos por las
concentraciones de los insecticidas imidacloprid, deltametrina y chlorpyrifos, ademas de un
grupo control sin exposicion. Cada insecticida sera evaluado a una concentracion reducida,
asegurando niveles subletales que permitan evaluar efectos fisioldgicos sin provocar dafios. La
concentracion de B. bassiana se seleccionard conforme a evidencias cientificas previas

(Thomas et al., 2025; Litwin et al., 2023).

La investigacion se sustenta en los principios del método cientifico aplicados a la biotecnologia
experimental, integrando técnicas microbioldgicas, bioquimicas y estadisticas para cuantificar
la interaccion entre agentes quimicos y biologicos. Este modelo metodoldgico responde a los
criterios de estudios similares desarrollados en investigaciones previas sobre antagonismo
microbiano y compatibilidad biologica en B. bassiana, garantizando rigor técnico y validez

cientifica.
Para la siguiente investigacion se us6 un Disefio Completamente al Azar (DCA), con cuatro
tratamientos, cada tratamiento con 3 repeticiones, manteniendo un control positivo (Beauveria
bassiana).

3.1.1. Tratamientos

Para la evaluacion de la viabilidad celular, los procesos fisioldgicos, que son el crecimiento

micelial y la esporulacion se utilizaron los siguientes tratamientos (Tabla 4):
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Tabla 4

Tratamientos con Beauveria bassiana usados en el experimento

Tratamientos Dosis

T1 Imidacloprid
T2 Deltametrina
T3 Chlorpyrifos

T4 Control (Agua)

1.05 mg/100 mL
0.10 mg/100 mL

1.92 mg/100 mL

3.1.2. Diseiio experimental

Para la evaluacion de la viabilidad celular y los procesos fisioldgicos, se realzo un Disefio

Completamente al Azar (DCA), con cuatro tratamientos, cada tratamiento con 3 repeticiones

(Tabla 5).

Tabla 5

Esquema de analisis estadistico

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamientos (k- 1) (4-1) 3
Error experimental ~ (N-k) (12-4) 8
Total (N-1) (12-1) 11

3.2. La poblacion y la muestra

3.2.1. Cepa fungica

El hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana, fue seleccionado del banco de cepa del

Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo. Este

microorganismo fue seleccionado por su relevancia biotecnologica en el control de plagas

agricolas, lo que permite evaluar efectos fisiologicos.

Las cepas de B. bassiana fueron seleccionadas de acuerdo con su pureza morfoldgica

(coloracion blanca algodonosa, conidios hialinos), su capacidad de esporulacion.
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3.2.2. Delimitacion de la poblacion

La poblacion del estudio se delimita al anélisis de B. bassiana bajo exposicion a los insecticidas
Imidalaq SC (imidacloprid-neonicotinoides), DELROS EC (deltametrina-piretroide) y Pyrinox
480 (Chlorpyrifos-organofosforado).

3.3. Los métodos y las técnicas
3.3.1. Cultivo de hongo
El hongo se cultivo en placas de Petri con medio PDA (Potato Dextrose Agar) durante 10 dias

a 25 + 1°C en oscuridad (Oliveira et al., 2003).

3.3.2. Preparacion de los tratamientos (Medio PDA con insecticida)
Cada tratamiento se prepar6d con PDA e insecticida a una concentracion reducida, asegurando
la evaluacion de efectos fisioldgicos sin provocar dafios: Imidalaq SC (imidacloprid), DELROS

EC (deltametrina) y Pyrinox 480 (Chlorpyrifos) (Thomas et al., 2025).

3.3.3. Viabilidad (Ensayo Cometa - Comet Assay)

3.3.3.1. Preparacion de la muestra

Finalizado el tiempo de exposicion, las suspensiones se centrifugaron (3000%g, 10 min, 4 °C),
se descart6 el sobrenadante y el pellet se lavo dos veces con tampon fosfato salino (PBS, pH
7,4) para eliminar restos de insecticida. El pellet final se resuspendié en PBS fresco hasta
obtener una densidad celular adecuada para el ensayo cometa 10° células mL™" (Conlon et al.,

2022).

3.3.3.2. Preparacion de portaobjetos para el ensayo cometa

El ensayo cometa se realizd bajo condiciones alcalinas. Los portaobjetos se recubrieron
previamente con una capa base de agarosa de punto de fusién normal al 1 % (p/v) en agua
destilada, se extendi6 una fina pelicula sobre la superficie y se dejo solidificar a temperatura
ambiente. Sobre esta capa base se coloc una segunda capa compuesta por 10 pL de suspension
celular mezclados con 90 pLL de agarosa de punto de fusion bajo al 0,5 % (p/v) a 37 °C. La
mezcla se distribuy6 cuidadosamente formando un “gel” uniforme y se dejo solidificar sobre

una superficie fria (4 °C, 10 min) (Conlon et al., 2022).
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3.3.3.3. Lisis celular

Tras la solidificacion, los portaobjetos se sumergieron en una solucion de lisis fria (2,5 M NaCl,
100 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 10, con 1 % Triton X-100 y 10 % DMSO anadidos justo
antes de su uso) y se incubaron a 4 °C durante 2 h en oscuridad. Esta etapa permitio la
eliminacion de membranas y proteinas, dejando el ADN nuclear libremente organizado en la

matriz de agarosa (Conlon et al., 2022).

3.3.3.4. Desenrollamiento del ADN y electroforesis alcalina

Posteriormente, los portaobjetos se colocaron en una cuba de electroforesis conteniendo
tampon alcalino (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13). Se mantuvieron en este tampon
durante 30 min a 4 °C, en oscuridad, para permitir el desenrollamiento del ADN y la expresion
de roturas de cadena simple y doble. A continuacion, se aplicé un campo eléctrico de aprox.
1,0 Vem™ y 300 mA durante 30 min, manteniendo constantes la temperatura y la oscuridad.
Bajo estas condiciones, los fragmentos de ADN cargados negativamente migraron hacia el

anodo formando la caracteristica “cola cometaria” (Conlon et al., 2022).

3.3.3.5. Neutralizacion, tincion y captura de imdgenes

Finalizada la electroforesis, los portaobjetos se enjuagaron suavemente con agua destilada fria
para eliminar restos de tampon alcalino y se neutralizaron mediante inmersion en tampdn Tris-
HC10,4 M (pH 7,5) durante 5 min. Luego se dejaron secar parcialmente al aire y se tifieron con
un fluorocromo intercalante (bromuro de etidio 2 pg mL™" en oscuridad) durante 15 min. El

exceso de colorante se retird con un breve enjuague en agua destilada (Conlon et al., 2022).

Las preparaciones se observaron en un microscopio de fluorescencia equipado con filtro

adecuado (excitacion/emision para el fluorocromo utilizado) y camara digital (Conlon et al.,

2022).

3.3.4. Germinacion de conidias

Al final del periodo de incubacion (dia 14), se recolectaron disco de micelio de 6 mm de
diametro, se coloco en tubos eppendorf con 0.5 mL de solucién de Tween 20 (0.02%) (Oliveira
et al., 2003). Luego se tomaron alicuotas de 20 uL de cada tubo y se sembraron en placas con
agar-agua (1.7%) y se incubaron a 25 + 1°C durante 24 h con fotoperiodo 12:12 h (luz:

oscuridad). Transcurrido este periodo, se evaluaron 100 conidios por réplica mediante el
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microscopio, considerdndose germinado todo conidio que presentara un tubo germinativo de

longitud igual o superior a su didmetro de acuerdo con Oliveira et al. (2003).

3.3.5. Crecimiento micelial

Se incorporaron los insecticidas en medio PDA (40°C), vertiéndose 20 mL por placa (90 x 15
mm) (Thomas et al., 2025). Tras gelificar el medio, se inocul6 en el centro de cada placa un
disco de micelio de 6 mm de didmetro, obtenido de los bordes de cultivos jovenes (10 dias)
(Celar, y Kos, 2016). Las placas se incubaron a 25 + 1°C en oscuridad, la medicion se efectud

el dia 14 en dos direcciones perpendiculares siguiendo la metodologia de Joseph et al. (2023).

3.3.6. Produccion de conidios (Esporulacion)

Al final del periodo de incubacion (dia 14), se recolectaron disco de micelio de 6 mm de
diametro, se coloco en tubos eppendorf con 0.5 mL de solucion de Tween 20 (0.02%) (Oliveira
et al., 2003). La suspension resultante se filtrd a través de gasa estéril y la concentracion de

conidios se estim6 mediante camara de Neubauer (Joseph et al., 2023).

3.3.7. Caracterizacion morfologica y molecular

Las muestras se examinaron con un estereomicroscopio. Los cultivos en placas inclinadas de
PDA se transfirieron a placas de PDA y se incubaron a 25 °C durante 14 dias. Para la evaluacion
morfoldgica, se prepararon portaobjetos colocando micelios de los cultivos en bloques de
medio de PDA (6 mm de didmetro) y cubriéndolos con un cubreobjetos. Se utiliz6 una solucion
de colorante para observar conidias e hifas. Las observaciones y mediciones morfologicas se

realizaron con un microscopio (Wang et al., 2022)

Se trabajo con un cultivo fingico previamente aislado y mantenido en cajas Petri, a partir del
cual se obtuvo biomasa suficiente para el anlisis molecular. La extraccion de ADN gendmico
se realizd mediante métodos convencionales empleando aproximadamente 100 mg de micelio.
Posteriormente, se evalud la calidad, integridad y concentracion del ADN mediante

espectrofotometria de microvolimenes y electroforesis en gel de agarosa al 1%.
El ADN obtenido se diluy6 hasta una concentracion aproximada de 20 ng/uL y se utilizé como

molde para la amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de la region ITS,

empleando los cebadores ITS1 e ITS4 segun White et al. (1990). Los productos de
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amplificacion, con un tamafio aproximado de 500 pb, se verificaron mediante electroforesis en

gel de agarosa al 1% y posteriormente se purificaron.

La secuenciacion se realiz6 mediante el método de Sanger. Las secuencias obtenidas fueron
procesadas mediante limpieza y ensamblaje utilizando herramientas bioinformaticas,
generando una secuencia consenso. Finalmente, dicha secuencia se compar6 con la base de
datos GenBank del NCBI para determinar la identidad taxonomica del aislado, en funcion del

porcentaje de similitud.

3.3.8. Condiciones Ambientales Controladas

Todos los experimentos se realizaron en incubacion con temperatura controlada a 25 + 1°C y
humedad relativa del 70 + 5% (Oliveira et al., 2003). Para las evaluaciones de germinacion se
mantuvo un fotoperiodo de 12 h, mientras que para crecimiento y esporulacion se utilizd
oscuridad constante (Meyling et al., 2018). Todas las manipulaciones se realizaron bajo

condiciones asépticas en camara de flujo laminar.

3.3.9. Bioseguridad y disposicion de residuos

Dado que los insecticidas evaluados son compuestos neurotoxicos, el estudio se regira por las
normas de bioseguridad de nivel I y II establecidas por el Ministerio de Salud Publica del
Ecuador (ARCSA, 2018). El personal involucrado en la manipulacion de estos compuestos
debera utilizar bata antifluido, guantes de nitrilo, mascarilla y gafas de proteccion, trabajando

exclusivamente dentro de cabinas de flujo laminar.

Los insecticidas se almacenaran en frascos herméticamente sellados, en un gabinete de
seguridad quimica identificado y ventilado. Las superficies contaminadas seran desinfectadas
con etanol al 70 %, seguido de hipoclorito de sodio al 1 %. Los residuos solidos (placas, tubos,
puntas) se autoclavaran a 121 °C durante 30 minutos antes de su disposicion en contenedores
tipo II, mientras que los residuos liquidos se neutralizaran con hipoclorito al 5 % antes de su

eliminacion.

El cumplimiento de estas practicas garantiza la proteccion del personal, la prevencion de fugas

ambientales y el manejo responsable de residuos peligrosos en concordancia con la Norma
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Técnica Ecuatoriana INEN 2841 (MAE, 2014) sobre gestion de desechos biologicos y

quimicos.

3.4. Procesamiento estadistico de la informacion

Previo al andlisis, se verificaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas
mediante las pruebas de Shapiro—Wilk y Levene, respectivamente. El crecimiento micelial, al
no cumplir estos supuestos, fue analizado mediante la prueba no paramétrica de Kruskal—
Wallis. Por su parte, la produccion de conidios, que si cumplio con los criterios de normalidad
y homogeneidad, se evalu6 mediante un ANOVA de una via, aplicando la prueba de Tukey
para las comparaciones multiples entre medias (p < 0.05). Todos los andlisis estadisticos se
realizaron utilizando el software Infostat (version universitaria, 2020) para el procesamiento y

analisis de los resultados.
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CAPITULO 1V: Anilisis e Interpretaciéon de Resultados

4.1. Analisis e Interpretacion de Resultados

4.1.1. Viabilidad celular y germinacion de Beauveria bassiana

El andlisis del ensayo cometa revelo diferencias claras en el nivel de dafio al ADN de Beauveria
bassiana tras la exposicion a los tres insecticidas evaluados, en comparacion con el control sin
tratamiento. Las micrografias permitieron identificar patrones diferenciados en la morfologia
del nucleoide y la longitud de la cola cometaria, reflejando el grado de fragmentacion del ADN

inducido por cada compuesto.

En el tratamiento T1 (Imidacloprid) se observo un cometa con nucleo bien definido y una cola
de extension moderada, indicando un dafio genético intermedio. La migracion del ADN hacia
la cola sugiere que el imidacloprid induce una fragmentacion detectable, aunque no tan

marcada como en deltametrina.

El tratamiento T2 (Deltametrina) present6 la mayor extension y densidad de la cola cometaria,
evidenciando un dafio genético severo en B. bassiana. La alta dispersion de fragmentos de
ADN indica una marcada genotoxicidad de este piretroide, posicionandolo como el compuesto

con mayor impacto sobre la integridad genémica del hongo.

Por su parte, el tratamiento T3 (Clorpirifos) mostrd un patron de dafio reducido, caracterizado
por una cola corta y poco dispersa. La menor migracion de ADN desde el ntcleo indica un
dafio gendmico leve, lo cual sugiere una tolerancia relativa o un efecto genotoéxico limitado en

comparacion con los otros insecticidas probados.
Finalmente, en el control T4 se observo un nucleoide redondeado, compacto y carente de cola

cometaria evidente, confirmando la ausencia de fragmentacién del ADN y estableciendo el

patrén basal de integridad genética en ausencia de estrés quimico.
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Ilustracion 1

Vista de ensayo cometa en Beauveria bassiana tras exposicion de diferentes insecticidas.

T1 T2

Nota: T1: imidacloprid; T2: deltametrina; T3: chlorpyrifos; T4: control. Cada micrografia muestra la morfologia

del nucleoide y la extension de la cola cometaria, indicadores directos del nivel de fragmentacion del ADN.

El estudio sobre la germinacion de conidios de Beauveria bassiana mostrd diferencias
significativas (p < 0.05) entre los tratamientos evaluados, revelando un efecto marcado de los
insecticidas sobre la capacidad germinativa del hongo. Los resultados, expresados en
porcentaje, evidenciaron que la mayor tasa de germinacion se registro en el control, alcanzando
un 78.89 %, valor que refleja el comportamiento natural y 6ptimo del microorganismo en
ausencia de sustancias quimicas. En contraste, los tratamientos con insecticidas presentaron
porcentajes claramente inferiores: chlorpyrifos obtuvo 63.22 %, deltametrina 55.78 % e
imidacloprid 54.56 %, lo que confirma una reduccion sensible en la germinacién de los
conidios. Segun la prueba de Tukey, los tres insecticidas no mostraron diferencias
significativas entre si, lo que indica que su efecto inhibitorio es comparable; sin embargo, todos
se diferenciaron de forma notable frente al control, demostrando que la presencia de estos

compuestos afecta negativamente el proceso de germinacion.
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Figura 1

Germinacion de Beauveria bassiana tras exposicion de diferentes insecticidas.
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Nota: Las letras representan significancias estadisticas entre los tratamientos; (Test de Tukey al P<

0.05). Las barras indican la media + DE.

4.1.2. Crecimiento y esporulacion de Beauveria bassiana.

El estudio sobre el crecimiento radial de Beauveria bassiana en un medio PDA enriquecido con los
insecticidas imidacloprid, deltametrina y chlorpyrifos mostré diferencias interesantes entre los
tratamientos. El tratamiento con chlorpyrifos destacé con el mayor crecimiento micelial, alcanzando
los 53.10 mm, seguido de cerca por deltametrina con 52.28 mm e imidacloprid con 46.05 mm. En
contraste, el control sin insecticida tuvo el menor crecimiento, con solo 38.4 mm. De acuerdo con la
prueba de Kruskal-Wallis test se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados. Imidacloprid, por su parte, mostr6 un crecimiento intermedio, agrupandose estadisticamente
con ambos tratamientos (a—b). Estos hallazgos sugieren que los tres insecticidas, en la concentracion
analizada, no solo permitieron el crecimiento micelial de B. bassiana en comparacion con el control,

sino que también favorecieron un aumento en el diametro de la colonia.
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Figura 2

Crecimiento micelial en Beauveria bassiana tras exposicion de diferentes insecticidas.
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Nota: Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (Kruskal-Wallis, H = 8.12, p =

0.0434). Las barras indican mediana + DE.

Los valores de esporulacion de Beauveria bassiana se transformaron usando Logio para
asegurarnos de que cumplian con los supuestos estadisticos de normalidad y homogeneidad de
varianzas antes de continuar con el andlisis. Esta transformacion ayudd a estabilizar la
variabilidad de los datos y a garantizar que las comparaciones entre tratamientos fueran validas
y confiables. Los resultados mostraron que no hubo diferencias significativas (p > 0.05) entre
los tratamientos con insecticidas y el control, lo que sugiere que los compuestos evaluados no
afectaron de manera notable la capacidad del hongo para producir conidios en las condiciones
del estudio. Las medias transformadas mostraron valores muy similares de esporulacion entre
los tratamientos con imidacloprid (5.98 + 0.34), deltametrina (5.73 = 0.42) y chlorpyrifos (5.99
+ (0.33), que fueron comparables al control con agua (5.96 + 0.39), confirmando asi la ausencia

de variacion estadistica relevante.
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Figura 3

Esporulacion de Beauveria bassiana en diferentes tratamientos insecticidas.
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Nota: Test de Tukey al P< 0.05. Las barras indican la media + DE.

4.1.3. Caracterizacion morfologica y molecular de la cepa de Beauveria bassiana empleada
en la investigacion

La cepa de Beauveria bassiana cultivada en medio de Papa Dextrosa Agar (PDA) comenzo a
desarrollar colonias de un blanco puro en sus primeras etapas, que luego fueron adquiriendo
un tono cremoso y opaco debido a la formacion de conidios. En la parte inferior de la colonia,
se observo un color crema claro. La textura era suave y algodonosa al principio, pero se volvia
mas pulverulenta y seca a medida que las colonias maduraban. Estas colonias presentaban una
ligera elevacion en el centro, con bordes regulares y bien definidos, y emitian un suave aroma

caracteristico de los hongos filamentosos, sin ningun olor desagradable.

Tlustracion 2

Vista macroscopica de la cepa Beauveria bassiana.
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Nota: La ilustracion muestra una vista macroscopica de Beauveria bassiana.

Bajo el microscopio, el aislamiento fingico muestra caracteristicas morfoldgicas unicas de
Beauveria bassiana. Se pueden ver hifas hialinas y septadas, de las cuales surgen conidi6éforos
simples, dispuestos de manera irregular y a menudo con proliferacion simpoidal. Los
conididgenos se desarrollan en denticulos apicales, generando conidios unicelulares, hialinos,
que tienen una forma que va de ovalada a elipsoidal y una superficie lisa. Al medir las
estructuras, se observa que los conidios tienen un diametro promedio de entre 1.33 y 1.2 um.
La densa disposicion de los conidios en los extremos de los conididgenos le da a estas
estructuras un aspecto globular caracteristico. Esta morfologia coincide con las descripciones

tipicas de la especie.

Tlustracion 3

Vista microscopica de las estructuras morfologicas de Beauveria bassiana.
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Nota: A= Conidi6foro simple. B = Hifas septadas. C = Maduracion de conididéforo. D = Proliferacion simpodial

del conidiéforo. E = Conidios.

La secuenciacion del gen ITS-rADN ha permitido identificar la cepa LM012 como Beauveria
bassiana, mostrando altos niveles de similitud en la base de datos GenBank. Los resultados del
andlisis BLAST revelaron coberturas de consulta que oscilan entre el 98% y el 100%, con
identidades que varian entre el 99% y el 100% en comparacion con secuencias previamente
reportadas (Tabla 6). La identidad mas alta (100%) se registré con la cepa CHE-CNRCB

(acceso MH203491.1). Ademas, se encontraron coincidencias significativas con las cepas
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CHE-CNRCB (KY587209.1) y KVL 03 84, cuyos numeros de acceso se detallan en la Tabla

6.
Tabla 6
Identificacion molecular de la cepa LM0I12 mediante comparacion con secuencias depositadas en
GenBank
CEPA Identidad (Base de datos NCBI / GenBank)
. Cobertura de . o Numero de
Codigo Nomenclatura Cepa consulta (%) Identidad (%) 2CCeso
CHE-
CNRCB 100 100 MH203491.1
. CHE- 100 100 KY587209.1
Beauveria CNRCB
LMo12 bassiana KVL
03 84 98 100 EF193189.1
CHE-
CNRCB 100 99 MH203464.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH203491.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GNA9EAMV016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY587209.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=GNA9EAMV016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF193189.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=GNA9EAMV016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH203464.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=GNA9EAMV016

CAPITULO V: Conclusiones, Discusién y Recomendaciones

5.1. Discusion

Las variaciones observadas en un ensayo cometa se originan por la interaccion diferencial entre
los agentes estresores y los componentes celulares responsables de mantener la integridad
genodmica (Tyutereva et al., 2024). El dafo detectado por esta técnica ocurre cuando se
producen rupturas monocatenarias o bicatenarias del ADN, asi como sitios alcalinos labiles
que se desestabilizan bajo condiciones de electrolisis (Costea et al., 2024). Estos dafios pueden
generarse por mecanismos directos, cuando una molécula reactiva interactia fisicamente con
el ADN, o por mecanismos indirectos, principalmente mediados por la acumulacion de
especies reactivas de oxigeno. En este ultimo caso, el exceso de radicales libres supera la
capacidad antioxidante celular, provocando oxidacién de bases nitrogenadas, apertura de

anillos purinicos y ruptura del esqueleto fosfodiéster (Kersch et al., 2025).

La magnitud del cometa observable depende tanto del nivel de dafio inducido como de la
eficacia de los sistemas de reparacion del ADN (Gongalves et al., 2025). En hongos
filamentosos, las rutas de reparacion como BER (Base Excision Repair), NER (Nucleotide
Excision Repair) y las vias homologas para la reparacion de rupturas bicatenarias actiian
constantemente para restituir la integridad gendémica (Yanai et al., 2025). Cuando estos
sistemas funcionan de manera eficiente, el nivel de fragmentacion es reducido y la migracion
del ADN durante la electroforesis es minima. En cambio, cuando la tasa de dafio excede la
capacidad de reparacion, se acumulan fragmentos pequefios que migran con mayor facilidad,

generando colas cometarias mas largas y dispersas (Moussa et al., 2025).

Los resultados de germinacion de conidios de Beauveria bassiana mostraron una disminucion
significativa tras la exposicion a los insecticidas imidacloprid (54.56 £ 10.85 %), deltametrina
(55.78 £ 8.63 %) y chlorpyrifos (63.22 + 5.65 %), en comparacion con el control (78.89 + 4.26
%). Esta reduccion entre el 15 % y el 25 % respecto al control evidencia un efecto inhibitorio
parcial, aunque no letal, sobre la viabilidad de los conidios. De acuerdo con Thomas et al.,
(2025), los insecticidas selectivos pueden generar una reduccion moderada en la germinacion,
pero se consideran compatibles siempre que esta se mantenga por encima del 50 %. Los valores
obtenidos en este estudio se encuentran dentro de ese rango, lo que indica que las tres moléculas

evaluadas presentan una compatibilidad fisioldgica aceptable con B. bassiana.
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En la investigacion de Forlani et al. (2014), se determind que la exposicion de B. bassiana a
deltametrina provoca un estrés oxidativo leve, reflejado en una mayor actividad de las enzimas
antioxidantes catalasa y superdxido dismutasa, sin comprometer la viabilidad del hongo. Este
comportamiento es coherente con los resultados del presente estudio, donde la germinacion
con deltametrina se mantuvo por encima del 55 %, lo que confirma una respuesta fisiologica

de tolerancia frente al piretroide evaluado.

Wang et al. (2022) destacan que la variabilidad genética dentro del complejo Beauveria
bassiana influye directamente en su respuesta al estrés quimico. Cepas con mayor estabilidad
genética presentan una mejor capacidad germinativa frente a compuestos neurotoxicos. Esto
podria explicar el comportamiento observado en la cepa LMO012 utilizada en este estudio, la
cual mantuvo una germinacion superior al 50 % ante la exposicion a tres insecticidas de distinta

naturaleza quimica.

Joseph et al. (2023) observaron que la reduccion del crecimiento y de la germinacion de B.
bassiana depende principalmente de la formulacion y la dosis del pesticida aplicado. En
concentraciones elevadas, los insecticidas causaron inhibicion completa, mientras que en dosis
subletales el hongo mantuvo una germinacion superior al 50 %. Este patron coincide con los
resultados obtenidos, donde la concentracion dada no generd efectos letales, permitiendo

conservar la viabilidad conidial.

Los resultados del presente estudio revelan un patron inesperado en la respuesta de Beauveria
bassiana a la exposicion de insecticidas en medio de cultivo. Este efecto estimulante contrasta
marcadamente con los hallazgos de Thomas et al. (2025), quienes reportaron que el
chlorpyrifos fue "ligeramente dafiino" para B. bassiana en todas las concentraciones probadas,
mostrando inhibiciones del crecimiento radial del 67.40% (BRD), 68.62% (RD) y 72.59%
(ARD). Una posible explicacion para esta discrepancia podria residir en las diferencias en las
cepas fungicas utilizadas, la formulacion especifica del insecticida o las condiciones

experimentales.

El comportamiento del imidacloprid en nuestro estudio (crecimiento intermedio, 46.05 mm) es
mas consistente con la literatura. Thomas et al. (2025) lo clasificaron como "inocuo" (<50%
de inhibicion), observando inhibiciones del crecimiento de solo 15.19% (BRD), 17.77% (RD)

y 35.17% (ARD). De manera similar, Oliveira et al. (2003) encontraron que el tiametoxam,
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otro neonicotinoide, no inhibi6 el crecimiento radial en sus concentraciones mas bajas e incluso
mostrd un aumento del 5.15% en el area de la colonia a la dosis de campo recomendada (FR).
La compatibilidad de los neonicotinoides con B. bassiana ha sido atribuida a su modo de accion
especifico en el sistema nervioso de los insectos, el cual no tiene un analogo directo en los

hongos (James y Elzen, 2001).

Respecto a la deltametrina, piretroide sintético, Oliveira et al. (2003) si incluyeron la
deltametrina en sus ensayos de viabilidad, donde mostr6 una inhibicion de la germinacion del
20.91% (0.5xFR), 64.08% (FR) y 80.70% (2xFR). Sin embargo, no realizaron pruebas de
crecimiento vegetativo con este insecticida, ya que solo procedieron con aquellos que
mantuvieron una viabilidad superior al 60% en la FR. Nuestro hallazgo de un crecimiento
promovido por la deltametrina sugiere que, si bien puede afectar la germinacion de las conidias,
una vez que el hongo se establece, su crecimiento micelial podria no verse afectado

negativamente, o incluso verse estimulado, por la presencia de este piretroide en el medio.

Los resultados mostraron que los insecticidas imidacloprid, deltametrina y clorpirifos no
inhibieron el crecimiento de Beauveria bassiana, sino que lo estimularon significativamente
respecto al control. Este efecto puede atribuirse a la activacion de mecanismos de
detoxificacion y respuesta antioxidante reportados previamente para este hongo. Forlani et al.
(2014) observaron que la deltametrina induce la expresion de genes citocromo P450 (cyp52X1,
cyp617N1) y enzimas antioxidantes (SOD, CAT), lo que permite al hongo tolerar e incluso
metabolizar el insecticida sin afectar su desarrollo. La compatibilidad observada sugiere que
B. bassiana puede ser utilizado en programas de manejo integrado junto con estos insecticidas,

optimizando el control de plagas sin afectar su estabilidad metabdlica.

La caracterizacion morfoldgica y molecular de la cepa LMO012 de Beauveria bassiana realizada
en este estudio confirma su identidad taxondmica y su alineacion con el complejo B. bassiana,
un grupo de hongos entomopatogenos de amplia distribucion global y relevancia en el control
biologico (Wang et al., 2022). Morfoldgicamente, la cepa LMO012 presenta colonias de color
blanco a cremoso, textura algodonosa que se torna pulverulenta, y estructuras conidiégenas
tipicas del género, incluyendo conidiéforos simples con proliferacion simpoidal y conidios
ovales a elipsoidales de 1.2—1.33 um, caracteristicas consistentes con las descripciones clasicas

de B. bassiana (Mwikali et al., 2025). Estas observaciones coinciden con las reportadas por
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Wang et al. (2022), quienes destacan la similitud morfoldgica entre especies del complejo B.

bassiana, lo que dificulta su identificacion basada Ginicamente en caracteres fenotipicos.

La mayoria de las infecciones micoticas en insectos atribuibles al género Beauveria suelen ser
identificadas como Beauveria bassiana mediante el analisis molecular del ITS debido a que
esta especie presenta una distribucion geografica muy amplia y una notable plasticidad
ecologica (Reyes-Haro et al., 2024). B. bassiana es un entomopatogeno generalista capaz de
infectar una amplia diversidad de 6rdenes de insectos, lo que incrementa la probabilidad de ser
aislado con mayor frecuencia que otras especies del mismo género (Dannon et al., 2020). Esta
versatilidad se encuentra asociada a su capacidad para adaptarse a diferentes ambientes,
hospederos y condiciones de estrés, convirtiéndola en una especie dominante en

agroecosistemas naturales y agricolas (McGuire y Northfield, 2020).

Desde el punto de vista molecular, el marcador ITS presenta una alta conservacion
intraespecifica en B. bassiana, lo que favorece que la mayoria de los aislados que pertenecen a
esta especie muestren valores de identidad cercanos al 100 % cuando se comparan con
secuencias depositadas en plataformas como GenBank (Manfrino et al., 2024). Al mismo
tiempo, su variacion inter-especifica permite distinguirla con claridad de otras especies
filogenéticamente cercanas dentro del complejo Beauveria (Rizal et al., 2024). Debido a este
patron de conservacion, las cepas que realmente corresponden a B. bassiana son identificadas
con alta precision utilizando Gnicamente el ITS, sin requerir marcadores adicionales para su

confirmacion taxondmica basica (Yerukala et al., 2022).

La literatura cientifica ha reportado que B. bassiana posee una tasa de infeccion exitosa mayor
en comparacion con otras especies del género, como B. brongniartii o B. caledonica, 1o que
incrementa de forma natural su prevalencia en insectos silvestres y plagas agricolas (Kazartsev
et al., 2023). Esta alta frecuencia de aislamiento, combinada con la eficiencia del ITS como
codigo de barras molecular, explica por qué la mayoria de las cepas entomopatogenas
recuperadas en estudios de vigilancia y biocontrol son clasificadas como B. bassiana. Como
consecuencia, la base de datos global disponible para esta especie es mucho mas extensa,
facilitando atin mas la coincidencia secuencial y su correcta identificacion (Grenié et al., 2023;

Fergani y Yehia, 2020).
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5.2. Conclusiones

La exposicion in vitro de Beauveria bassiana a imidacloprid, deltametrina y chlorpyrifos
mostrd efectos adversos significativos en su fisiologia y estabilidad genética. El ensayo cometa
reveld dafio al ADN en todos los tratamientos, siendo la deltametrina el insecticida mas
genotdxico. De manera similar, la germinacion de conidios se vio notablemente afectada por
la presencia de estos insecticidas. Estos hallazgos indican que el uso de insecticidas quimicos
puede poner en riesgo la viabilidad, la integridad genémica y el potencial de B. bassiana como

agente de control bioldgico.

Beauveria bassiana mantuvo un crecimiento micelial activo incluso en presencia de
imidacloprid, deltametrina y chlorpyrifos, sin que se evidenciara una inhibicion significativa.
Los tratamientos con deltametrina y chlorpyrifos favorecieron un mayor desarrollo de la
colonia, lo que sugiere que el hongo podria tener una tolerancia fisioldgica a estos compuestos.
Los datos de esporulacion al no mostraron diferencias significativas, lo que nos da a entender
una leve compatibilidad inicial entre B. bassiana y los insecticidas analizados, lo que abre la

puerta a integrar este hongo en estrategias de manejo integrado de plagas (MIP).

La caracterizacion morfoldgica y molecular confirmé de manera precisa que la cepa LMO012
corresponde a Beauveria bassiana, validando su identidad taxondmica y su idoneidad para ser

empleada en los ensayos experimentales del estudio.

5.3. Recomendaciones

Se sugiere que se integren los resultados sobre la compatibilidad fisiologica y genotoxica de
Beauveria bassiana en el disefio de programas de manejo integrado de plagas. Es fundamental
evaluar con cuidado el uso simultdneo o cercano en el tiempo de insecticidas, especialmente la
deltametrina, para evitar que se reduzca la eficacia del hongo. Los estudios futuros deberian
incluir evaluaciones in vivo, virulencia y recuperacion después de la exposicidon, asi como
estrategias de aplicacion escalonada o formulaciones que sean compatibles. Estas acciones
ayudaran a optimizar la coexistencia entre el control quimico y biologico, fortaleciendo asi la

sostenibilidad y eficiencia de los sistemas agricolas modernos.
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Se sugiere profundizar en investigaciones que busquen aclarar los mecanismos fisiologicos
detras del aumento en el didmetro colonial de Beauveria bassiana. Esto podria incluir modelos
cinéticos de crecimiento y pruebas de exposicion prolongada que ayuden a evaluar la duracion
del estimulo inicial y la posible aparicion de efectos acumulativos en la fisiologia del hongo.
Dado que no se encontraron diferencias significativas en la esporulacion tras la exposicion a
imidacloprid, deltametrina y chlorpyrifos, seria util ampliar los estudios hacia la estabilidad en
la produccion de conidios en diferentes condiciones ambientales. En este sentido, se
recomienda analizar como factores como la temperatura, la humedad relativa y el fotoperiodo

afectan directamente los procesos de crecimiento y esporulacion.

Con base en la correcta identificacién morfologica y molecular de la cepa LMO012 de Beauveria
bassiana, se recomienda su empleo en ensayos posteriores orientados a evaluar su
compatibilidad con diferentes moléculas insecticidas y su eficacia como agente de control
bioldgico. Asimismo, se sugiere complementar estos estudios con evaluaciones bajo
condiciones semi-controladas y de campo, que permitan analizar su comportamiento,

estabilidad y potencial de aplicacion en sistemas agricolas reales.
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ANEXOS

Anexo A. Preparacion de medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa Agar).
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Anexo C. Inculcacion de Beauveria bassiana en medio combinado.

Anexo D. Preparacion de muestras para extraccion de ADN, conteo de esporas y germinacion.
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Anexo E. Conteo de esporas para la produccion de conidios (Esporulacion)

Anexo F. Sembrado en medio agar para la germinacion de conidios.
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Anexo G. Andlisis de varianza para la germinacion de Beauveria bassiana en diferentes tratamientos
insecticidas

Variable N R? R* Aj CvV

Germinacion 36 0,64 0,6 12,33

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 3383,33 3 1127,78 18,62 <0,0001
Tratamiento 3383,33 3 1127,78 18,62 <0,0001
Error 1938,22 32 60,57
Total 5321,56 35

Anexo H. Prueba de Kruskal Wallis para Para el Crecimiento micelial en Beauveria bassiana tras
exposicion de diferentes insecticidas

Prueba de Kruskal Wallis

Variable Tratamiento N Medias D.E. Medianas H p
Crecimiento
1 4 46,7 2,47 46,05 8,12 0,0434
micelial
Crecimiento
2 4 48,69 8,44 52,28
micelial
Crecimiento
3 4 53,1 0,04 53,1
micelial
Crecimiento
4 4 38,31 1,25 384
micelial

Anexo 1. Analisis de varianza para la esporulacion de Beauveria bassiana en diferentes tratamientos
insecticidas

Variable N R? R? Aj Cv

LOG10_Esporulacion 36 3,00E-02 0 6,25

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamiento 0,15 3 0,05 0,36 0,7834
Error 4,41 32 0,14
Total 4,55 35
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