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RESUMEN

En el altiplano boliviano, la quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es atacada por varios
insectos plaga, entre los cuales destaca Helicoverpa quinoa (Lepidéptera; Noctuidae) por
los dafios directos que ocasiona al grano y la disminucién del rendimiento. Una alternativa
sostenible para su manejo es el uso de hongos entomopatégenos con capacidad endofitica,
como Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, los cuales, ademas de infectar
insectos, pueden colonizar tejidos vegetales y generar efectos directos o indirectos sobre
los herbivoros. Con el objetivo de evaluar el efecto de la colonizacién endofitica de B.
bassiana y M. anisopliae en quinua sobre el desarrollo de H. quinoa, se realiz6 el presente
estudio en invernadero y laboratorio del Centro de Innovacién Agricola Alejandro Bonifacio-
CIAAB, (Viacha, La Paz). Se inocularon plantas de quinua mediante tratamiento de semilla
y aspersion foliar a una dosis de 300 gr/ha. La colonizacién endofitica fue verificada en
laboratorio a las dos semanas de la inoculacion. Posteriormente, las plantas colonizadas se
utilizaron como alimento para larvas de H. quinoa criadas en laboratorio, evaluandose la
duracioén del ciclo de vida, la supervivencia y la preferencia de oviposicién de adultos. Los
resultados mostraron que B. bassiana logré establecerse como enddfito en los tejidos de
plantas de quinua, principalmente a través del tratamiento de semilla, mientras que M.
anisopliae no fue recuperado en los tejidos analizados. El desarrollo del ciclo de vida de H.
quinoa se redujo de 56 dias en el testigo a 43 y 45 dias en plantas inoculadas con B.
bassiana y M. anisopliae, respectivamente. Asimismo, la colonizacién endofitica disminuyé
significativamente la supervivencia en larva y pupa, con mayor efecto en las plantas
inoculadas por semilla. La preferencia de oviposicion de hembras adultas de H. quinoa se
redujo drasticamente en plantas inoculadas, concentrandose mas del 65 % de los huevos
en el testigo. Estos resultados evidencian que la colonizacion endofitica de B. bassiana y
M. anisopliae en quinua constituye una estrategia promisoria para el manejo sostenible de

H. quinoa en sistemas de produccion del altiplano boliviano.



ABSTRACT

In the Bolivian Altiplano, quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) is attacked by several insect
pests, among which Helicoverpa quinoa (Lepidoptera; Noctuidae) stands out due to the
direct damage it causes to the grain and the consequent yield reduction. A sustainable
alternative for its management is the use of entomopathogenic fungi with endophytic
capacity, such as Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae, which, in addition to
infecting insects, can colonize plant tissues and generate direct or indirect effects on

herbivores.

With the objective of evaluating the effect of endophytic colonization by B. bassiana and M.
anisopliae in quinoa on the development of H. quinoa, the present study was conducted in
the greenhouse and laboratory of the Centro de Innovacion Agricola Alejandro Bonifacio
(CIAAB), Viacha, La Paz. Quinoa plants were inoculated through seed treatment and foliar
spraying at a dose of 300 g/ha. Endophytic colonization was verified in the laboratory two
weeks after inoculation. Subsequently, the colonized plants were used as food for H. quinoa
larvae reared under laboratory conditions, evaluating life cycle duration, survival, and adult

oviposition preference.

The results showed that B. bassiana successfully established as an endophyte in quinoa
plant tissues, mainly through seed treatment, whereas M. anisopliae was not recovered from
the analyzed tissues. The life cycle duration of H. quinoa was reduced from 56 days in the
control to 43 and 45 days in plants inoculated with B. bassiana and M. anisopliae,
respectively. Likewise, endophytic colonization significantly decreased larval and pupal
survival, with a stronger effect in seed-inoculated plants. The oviposition preference of H.
quinoa adult females was drastically reduced in inoculated plants, with more than 65% of

eggs laid on the control plants.

These results demonstrate that endophytic colonization of quinoa by B. bassiana and M.
anisopliae represents a promising strategy for the sustainable management of H. quinoa in

production systems of the Bolivian Altiplano.



1. INTRODUCCION

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es una especie andina de gran relevancia
alimentaria, cultural y econdmica, reconocida por su alto valor nutricional y su capacidad de
adaptarse a condiciones agroclimaticas adversas (Tapia, 2015; Bazile et al., 2016).
Tradicionalmente cultivada por comunidades indigenas en zonas altoandinas de
Sudamérica, en las ultimas décadas ha experimentado un incremento notable en su
demanda y superficie cultivada a nivel mundial, debido principalmente a su elevada calidad

proteica y ausencia de gluten (Tapia et al., 1979; FAO, 2011).

En Bolivia, la quinua constituye un pilar de la seguridad alimentaria y es el principal producto
agricola de exportacién del altiplano, cultivado mayoritariamente bajo sistemas de
produccidn organica, especialmente en la ecorregion del altiplano sur (suroeste de Oruro y
Potosi). Sin embargo, su produccion enfrenta a limitaciones debido al ataque de insectos
plaga, principalmente noctuidos polifagos como Helicoverpa quinoa, Copitarsia incommoda
y Agrotis ipsilon (Saravia y Quispe, 2005; Gémez y Aguilar, 2016a). De los mencionados,
destaca Helicoverpa quinoa (Lepidoptera: Noctuidae), especie recientemente descrita y
considerada plaga clave del cultivo (Ramos-Ticona et al., 2024). Las larvas de esta especie
presentan una elevada voracidad por hojas y panojas, provocando pérdidas econémicas

significativas.

Ante esta problematica, resulta prioritario desarrollar estrategias de manejo sostenible,
especialmente en sistemas organicos. En este contexto, los hongos entomopatdgenos con
capacidad endofitica, como Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, representan una
alternativa promisoria. Estos microorganismos, ademas de su conocida accidn
entomopatogena, pueden colonizar tejidos vegetales sin causar sintomas visibles,
ejerciendo efectos antagonicos sobre insectos fitéfagos que se alimentan de ellos (Bamisile
et al., 2018; Vega, 2018a). Investigaciones previas han demostrado que la colonizacién
endofitica puede modificar el comportamiento alimenticio y reproductivo de insectos plaga,
afectar su longevidad y fecundidad, e incluso influir en la preferencia de oviposicion de las
hembras (Akutse et al., 2013; Gonzalez-Mas et al., 2021).

No obstante, los estudios que evaluan la interaccion entre plantas de quinua colonizadas
por estos hongos y su plaga H. quinoa son aun limitados, particularmente en lo referente a

su ciclo de vida y comportamiento de oviposicion.



1.1. Antecedentes

Los hongos enddfitos, como B. bassiana y M. anisopliae, poseen la capacidad de colonizar
tejidos vegetales sin provocar sintomas visibles en la planta hospedera (Goettel et al., 1997;
Vidal y Jaber, 2015). Ademas de su papel como entomopatdgenos, se consideran endoéfitos
funcionales con potencial para inducir resistencia en las plantas y afectar negativamente el

desarrollo de insectos herbivoros (Sanchez et al., 2013).

En diversos cultivos, por ejemplo el maiz, se ha logrado su introduccion mediante
aplicaciones foliares o tratamientos de semillas, alcanzando tasas de colonizacién
superiores al 70% (via foliar) y provocando efectos adversos sobre plagas como
Spodoptera frugiperda (Lepiddptera: Noctuidae), al reducir su tasa de desarrollo,
fecundidad y viabilidad (Altaf et al., 2023). En el Peru, se ha evaluado el efecto de hongos
enddfitos en el cultivo de quinua para el control de insectos plaga: Trichoderma sp. enddfito
y microorganismos eficaces (EM-1) demostraron capacidad para reducir la incidencia de la
polilla kcona kcona (Eurysacca sp.) y mejorar el rendimiento del cultivo (Leén Ttacca et al.,
2021).

1.2. Planteamiento del problema

La produccion de quinua en el altiplano boliviano enfrenta una amenaza creciente debido
al dafio ocasionado por larvas de H. quinoa, plaga clave del cultivo que puede reducir el
rendimiento y la calidad del grano hasta en un 20 % (PROINPA., 2014; Ramos-Ticona et
al., 2024). En los ultimos afos, su incidencia y distribucion geografica se han visto
favorecidas por las condiciones climaticas del Altiplano (altas temperaturas y baja
precipitacién), lo que puede permitir varias generaciones por afo (2-3 segun reportes
técnicos locales). Esta dinamica poblacional eleva los costos de control (Saravia et al., 2014
a; Ramos-Ticona et al., 2024). El manejo actual de H. quinoa presenta limitaciones,
principalmente por la baja eficacia de las herramientas disponibles y por el acceso
restringido a insumos de control (insecticidas y bioinsecticidas). Esta situacion es mas
critica en sistemas organicos, predominantes en el altiplano sur, donde el uso de insumos

sintéticos esta prohibido.



1.3. Justificacion

Fortalecer el manejo organico de la quinua mediante estrategias agroecologicas que
incorporen microorganismos entomopatdégenos con capacidad endofitica representa una
via prometedora (Altaf et al., 2023). El término “enddfito” fue acunado por Anton de Bary en
1866 para describir microorganismos que viven dentro de los tejidos vegetales sin causar
sintomas visibles (Vinha et al., 2023). Estos microorganismos pueden actuar mediante dos
vias: 1) mecanismos indirectos/quimicos produccién de metabolitos primarios y
secundarios, enzimas y compuestos organicos volatiles que inducen antibiosis,
competencia o resistencia sistémica y 2) mecanismos directos/fisicos interacciones de

contacto como el micoparasitismo (Card et al., 2016).

La colonizacién endofitica de B. bassiana y M. anisopliae en quinua podria contribuir al
control de H. quinoa, combinando el efecto entomopatdégeno con la protecciéon endégena
de la planta. Evaluar su eficacia y optimizar los métodos de inoculacién no solo permitira
avanzar en el conocimiento cientifico, sino que también ofrecera herramientas practicas

para una produccion mas sostenible de la quinua en el altiplano boliviano.
1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la colonizacion endofitica de Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae en quinua sobre el ciclo de vida de Helicoverpa quinoa (Lepidoptera:

Noctuidae).
1.4.2. Objetivos especificos

e Determinar la colonizacion endofitica de B. bassiana y M. anisopliae en plantas de
quinua inoculadas con estos microorganismos.

e Evaluar el efecto de la colonizacion endofitica de B. bassiana y M. anisopliae en plantas
de quinua sobre el desarrollo de H. quinoa.

¢ Cuantificar el efecto de la colonizacién endofitica de B. bassiana y M. anisopliae en

plantas de quinua sobre la preferencia de oviposicién de hembras de H. quinoa.



1.5. Hipotesis

Las plantas de quinua inoculadas con B. bassiana y M. anisopliae no presentan

colonizacion endofitica significativa en comparacion con el testigo.

La colonizacién endofitica de B. bassiana y M. anisopliae en plantas de quinua no afecta
significativamente el desarrollo ni la duracion de los estadios del ciclo de vida de H.

quinoa en comparacion con el testigo.

La colonizacion endofitica de B. bassiana y M. anisopliae en plantas de quinua no
modifica significativamente la preferencia de oviposicion de hembras de H. quinoa en

comparacion con el testigo.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Cultivo de quinua

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es reconocida por su alta calidad nutricional, debido
a su equilibrio de aminoacidos esenciales, alto contenido de proteinas y su capacidad de
adaptacion a condiciones ambientales adversas (Bazile et al., 2016). Es un cultivo que
puede desarrollarse en suelos pobres y con escasa disponibilidad hidrica, mostrando
resistencia a sequias, heladas y salinidad (Tapia, 2015). Su cultivo es viable desde el nivel
del mar hasta mas de 4000 msnm, en distintos pisos ecolégicos, lo que lo convierte en una

alternativa estratégica frente al cambio climatico (Mujica, 2001; FAO, 2011).
2.1.1. Descripciéon taxonémica
Segun Avendano (2023), la quinua presenta la siguiente clasificacion taxonémica:

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Orden: Caryophyllales
Familia: Amaranthaceae
Subfamilia: Chenopodioideae
Género: Chenopodium

Especie: Chenopodium quinoa Willd.

La quinua es una planta anual adaptada a diferentes condiciones agroecoldgicas, con un
ciclo de crecimiento que oscila entre 120 y 250 dias, dependiendo del genotipo y las
condiciones ambientales. Ademas, muestra una gran diversidad genética y morfolégica que
permite su cultivo en altitudes que van desde los 2,500 hasta mas de 4,000 metros sobre

el nivel del mar (Gandarillas et al., 2015).
2.2. Plagas de la quinua

En el cultivo de quinua, H. quinoa causa dafios severos, reduciendo el rendimiento y calidad
del grano. Esta plaga afecta principalmente las hojas y panojas, provocando pérdidas

economicas de hasta 45% en regiones altoandinas. Su impacto es mas grave durante la



floracién y llenado de granos, siendo considerada una de las plagas clave del cultivo

(Goémez y Aguilar, 2016a).

Segun Saravia et al. (2014d), los insectos plaga son organizados en distintas categorias,

tal como se presenta en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Insectos fitéfagos asociados al cultivo de la quinua (ordenados en base a la
mayor frecuencia de especies por orden)

Orden Familia Genero Especie
E. melanocampta Meyrick
Gelechidae Eurysacca - 4 i
E. quinoa Povolny
Geometridae Perizoma P. sordescens Dognin
Agrotis A. ipsilon (Hufnagel)
C. decolora Guende
Copitarsia C. incomoda Walker
C. turbata Herrich-Schaelfer
D. graminivora Walker
Dargida
J D. acanthus Herrich-Schaeffer
Feltia F. experta Walker
H. quinoa
s Noctuidae Helicoverpa H. titicacae Hardwick
Lepidoptera
H. atacamae
H. Boddie
Heliothis zea (Boddie)
H. titicaquensis
Peridroma P. saucia (Hubner)
P. unipunctata Haworth
Pseudaletia u leune
P. interrupta Maassen
S. eridamia (Cramer
Spodoptera - ( ) -
S. frugiperda ( J. E. Smith)
Herpetogramma H. bipunctalis (Fabricius)
Spoladea S. recurvalis (Fabricius
Pyraliadae p - - ( )
Pachyancia Pachyancia sp.
Hymenia Hymenia sp.
Bruchidae Acanthoscelides A.diasanus (Pic)
Acalymma A. demissa
Calligrapha C. curvilinear Stal
Diabroti .
Chrysomelidae Diabrotica /'a ro I,Ca PP -
Diabrotica specios
o E. subcrinita Leconte
, Epitrix
Coledptera E. yanazara Bechyne
Curculionidae Adiovistus Adioristus sp.




E. latitarsis Haag
Meloidae Epicauta E. mfarg'inata'i Fabricius
E. willei Denier
Meloe Meloe sp.
Tenebrionidae Pilobalia Pilobalia sp.

Fuente: (Saravia M. et al., 2014)
2.2.1. Complejo noctuidae

Aunque se mencionan plagas noctuideas como Helicoverpa armigera, Copitarsia decolora
y Agrotis ipsilon por su amplio espectro alimenticio, la evidencia especifica sobre su
incidencia en quinua andina es limitada. En Bolivia, estudios como Gémez y Aguilar (2016b)
y otros posteriores han identificado especies propias del altiplano que si afectan seriamente
el cultivo: Helicoverpa titicacae, Copitarsia incommoda y Agrotis andina (localmente
referidos como el complejo 'ticona'), cuyas larvas provocan corte de tallos jévenes,
defoliacion y destruccion de oérganos reproductivos(Saravia y Quispe, 2005). Estos
lepidépteros completan dos ciclos generacionales durante el periodo de cultivo: el primero
coincide con el desarrollo vegetativo temprano (8—10 hojas) y el segundo, con la fase de
floracion (Quispe et al., 2020). La clasificacion taxondmica detallada de estas especies se

presenta en el Cuadro 2 del estudio de (Saravia et al., 2014c).

Cuadro 2. Complejo "noctuidae™ género y especie

Clase Orden Familia Género Especie

Insecta Lepidoptera Noctuidae Helicoverpa H. quinoa Pogue & Harp
Copitarsia C. incommoda Walker
Copitarsia C. decolora Guenée

Fuente: Saravia et al. (2014)
2.2.2. Helicoverpa quinoa

Estudios genéticos realizados por Pogue (2013), en colaboracion con investigadores de
PROINPA, mediante analisis de ADN mitocondrial, confirmaron que Helicoverpa
gelotopoeon corresponde en realidad a Helicoverpa quinoa (Gandarillas et al., 2014).
Investigaciones posteriores han establecido que esta especie es un noctuideo de
importancia econdmica en el cultivo de quinua, con una mayor incidencia en dos regiones

estratégicas del Altiplano boliviano:

o Areas proximas al Salar de Uyuni (Potosi)

o Zona norte del Lago Titicaca (La Paz)



Los danos ocasionados por H. quinoa afectan principalmente el desarrollo vegetativo de las

plantas, lo que compromete el rendimiento final del cultivo (Saravia et al., 2014b).
2.2.3. Daios causados por Helicoverpa quinoa

H. quinoa es considerada una de las plagas mas perjudiciales del cultivo de quinua en la
region andina. Segun estudios de Gandarillas A. et al. (2014), esta especie puede provocar
pérdidas de rendimiento que oscilan entre el 30 % y el 70 %, afectando tanto las fases
vegetativas como reproductiva del cultivo. La magnitud del dafo varia en funcién de la
densidad poblacional de la plaga y de las condiciones agroclimaticas propias de cada zona

de produccion.

Las larvas recién eclosionadas (estadios L1-L2) se alimentan principalmente de tejidos
tiernos, incluyendo brotes apicales y hojas jévenes. (Santibafiez L., 2016b), reporta que, en
esta fase inicial, también pueden dafar las inflorescencias en desarrollo, comprometiendo
la formacién normal de las panojas. Conforme avanzan a estadios larvales mas
desarrollados (L3-L5), incrementan notablemente su capacidad de consumo, llegando a

defoliar entre 25 y 40 cm? por larva a lo largo de su desarrollo.

Durante la fase reproductiva, el dafo se intensifica porque las larvas consumen granos en
formacion; el estado de grano lechoso es especialmente critico por el impacto directo en
rendimiento y calidad (PROINPA., 2014).

2.2.4. Clasificacion taxonomica de Helicoverpa quinoa
Segun Saravia et al. (2014a), la clasificacion taxonémica es la siguiente:

Clase: Insecta

Orden: Lepidoptera
Suborden: Frenatae
Familia: Noctuidae
Subfamilia: Cuculliinae
Género: Helicoverpa

Especie: Helicoverpa quinoa Pogue & Harp



2.2.5. Ciclo biolégico de Helicoverpa quinoa

El ciclo biolégico de un insecto comprende el tiempo total desde la copula y fertilizacion del
6vulo hasta la etapa adulta, incluyendo la longevidad en esta ultima fase, y también se
conoce como tiempo de sobrevivencia (Bravo M., 2004). Segun Huaman G. (2023), las

larvas de lepidopteros completan su desarrollo a través de seis a siete estadios larvales.

En el caso de H. quinoa, criado en el laboratorio de Entomologia de PROINPA (Viacha, La
Paz) bajo condiciones controladas de 25 °C y 60 % de humedad relativa, el ciclo de vida
tiene una duracion promedio de 223 + 36 dias, incluyendo la longevidad del adulto. El
periodo de incubacion dura aproximadamente 5 t 1 dias, la fase larval se extiende por 26
* 3 dias, el estado de pre-pupa dura 9 + 1 dias, y la pupa tiene una duracion de 175 £ 29

dias. Finalmente, el adulto vive entre 6 y 10 dias en promedio (Saravia et al., 2014a).
2.2.6. Descripcion de Helicoverpa quinoa
2.2.6.1. Adulto

El adulto de H. quinoa es una especie polifaga de cuerpo robusto y habitos principalmente
crepusculares. Posee antenas filiformes y un aparato bucal tipo chupador, conformado por
un sifén o espiritrompa. La longitud del cuerpo alcanza aproximadamente los 19 mm, con
una de la envergadura alar que varia entre 35 y 45 mm (PROINPA., 2014; Saravia et al.,
2014d). Las alas anteriores en las hembras son de color pardo, presentan franjas oscuras
y dos manchas pequefias de forma circular. En los machos, en cambio, las alas son de
tonalidad verdosa clara, con manchas menos evidentes que en las hembras. De manera
general, las alas posteriores son blanquecinas con franjas o bordes distales oscuros en

ambos sexos (Santibanez L., 2016a).

Los adultos se observan activos durante el dia y se alimentan del néctar de flores silvestres,
desplazandose de una planta a otra. Las especies vegetales mas frecuentemente visitadas
incluyen el boton de oro o qillu-gillu (Hymenoxis robusta), la chachacoma (Senecio
eriophyton) y la malva o qura (Taras satenella) (Gandarillas A. et al., 2014; Saravia et al.,
2014d).
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2.2.6.2. Huevo

Las hembras de H. quinoa ovipositan de manera aislada, preferentemente en el borde de
las hojas, el envés foliar o en las panojas, dependiendo de la disponibilidad del sustrato
vegetal (Santibafiez L., 2016b; Quispe, 2021), La capacidad de oviposicion varia entre 1000

y 1800 huevos por hembra a lo largo de su ciclo reproductivo(Gandarillas A., 2015).

Los huevos son de forma esferoidal con superficie estriada radialmente, y presentan
inicialmente un color blanquecino claro. A medida que se aproximan a la eclosion,
desarrollan una tonalidad mas oscura, con una franja ecuatorial rosada y una mancha rojiza
o marron en el area micropilar (Saravia et al., 2014a; Areces, 2022). Miden

aproximadamente 0,4 mm de altura x 0,5 mm de diametro (Saravia M., 2020).
2.2.6.3. Larva

La fase larval de H. quinoa comprende seis estadios, siendo esta la etapa de mayor impacto
econdmico en el cultivo debido al nivel de dafio que ocasiona en hojas, tallos y panojas
(Guzman M. et al., 2014; Navarro P., 2018). Las larvas recién eclosionadas pueden
presentar comportamientos de canibalismo cuando existe una alta densidad poblacional,
afectando la supervivencia entre individuos (Navarro P., 2018). A partir del cuarto estadio,
las larvas comienzan a cortar hojas y brotes tiernos, generando caida de estructuras

vegetativas y reproductivas de la planta (PROINPA., 2014).

Durante su desarrollo, las larvas presentan una coloracion variable, que va desde el amarillo
palido hasta el verde claro y el negro. En el ultimo estadio, alcanzan entre 30 y 35 mm de
longitud, mostrando tres bandas dorsales oscuras y una banda lateral blanquecina
caracteristica (Cruces R. y Callohuari C., 2016). El reconocimiento de los diferentes
estadios larvales puede realizarse mediante la medicién del ancho de la capsula cefélica y

la distancia entre las setas frontales (Zuniga S. y Huanca P., 2011).

En el primer estadio, el aparato digestivo es visible a través del tegumento, el ultimo
segmento abdominal es negro y se observa un punto oscuro entre dos anillos en los
segmentos iniciales del cuerpo. En el segundo estadio, la coloracion general se torna
marron y los tubérculos se hacen mas prominentes. En el tercer estadio aparecen manchas
blancas a los costados, y en el cuarto estadio la coloracién se oscurece, los tubérculos se

vuelven coénicos y se desarrollan tres bandas blancas dorsales. En el quinto estadio, el
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cuerpo se aclara, mientras que la banda longitudinal dorsal se intensifica y los tubérculos

pierden color y visibilidad (Guzman et al., 2014).
2.2.6.4. Pre pupa

La fase de pre-pupa representa la etapa final del desarrollo larval de H. quinoa,
comprendida entre el momento en que la larva deja de alimentarse y el inicio de la pupacion
(Vélez, 1997; Ali et al., 2009). Durante esta fase, la larva detiene completamente su
actividad alimenticia, cesa sus movimientos y se prepara fisioldgicamente para la
metamorfosis. Morfolégicamente, el cuerpo comienza a perder su coloracion caracteristica,
volviéndose mas palido y presentando un aspecto corrugado, lo que indica el cese del

crecimiento y la proximidad del estadio pupal (Guzman et al., 2014).
2.2.6.5. Pupa

La pupa de H. quinoa es de tipo obtecta, con una coloracién naranja brillante y marcas
oculares de color negro. Las divisiones intersegmentales son claramente visibles y el
cremaster se caracteriza por presentar cuatro procesos en forma de espinas(PROINPA.,
2014; Saravia et al., 2014a). Durante esta etapa, se pueden observar distintos grados de
desarrollo segun el cambio de coloracidn: la pupa se oscurece progresivamente hasta la

emergencia del adulto (Guzman et al., 2014).

Una caracteristica relevante de esta fase es la posibilidad de diferenciar los sexos. El
dimorfismo sexual es evidente en el estado pupal: las hembras presentan una abertura
genital ubicada en el esternito del octavo segmento abdominal, mientras que en los machos
el esternito esta en el noveno segmento. Ademas, las pupas de hembras son generalmente
de mayor tamafo y peso que las de los machos (Rincon y Lépez, 2004). Esta etapa, por

tanto, resulta fundamental para la determinacién sexual de los individuos.
2.2.7. Cria de insectos en laboratorio

La cria de insectos en laboratorio se realiza con el objetivo de estudiar poblaciones bajo
condiciones homogéneas de temperatura, humedad relativa y fotoperiodo, lo que permite
obtener un alto niumero de individuos viables gracias a condiciones 6ptimas que reducen la
mortalidad y favorecen su produccién (Martiradonna et al., 2009; Schowalter, 2011). Este

proceso es fundamental para investigaciones relacionadas con la biologia, desarrollo,
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comportamiento, pruebas de bioinsecticidas y alternativas de control de plagas (Portilla y
Streett, 2006).

Un aspecto importante en la cria es la dieta, que puede ser natural o artificial, ya que influye
directamente en la fertilidad, tamafo de las larvas, proporcién sexual y supervivencia
(Schowalter, 2011). La velocidad de alimentacion, asi como la calidad y cantidad del
alimento, determinan la tasa de crecimiento, peso final, supervivencia y fecundidad (Saravia
et al., 2014a). Las dietas artificiales han demostrado ser eficaces para facilitar el desarrollo

de insectos en ambientes controlados (Cohen, 2018).

A nivel mundial, la cria de insectos también es una herramienta clave para programas de
control biolégico, usos médicos, y la producciéon de seda, miel, goma laca y cera. En el
ambito agricola, permite estudiar con mayor profundidad plagas de interés econdmico.
Investigaciones previas han demostrado que la cria de insectos del complejo noctuideo,
especificamente C. incommoday H. quinoa, es factible en condiciones de laboratorio. Estos
insectos, considerados plagas importantes del cultivo de quinua, pueden ser criados de
forma masiva y permanente para desarrollar pruebas de laboratorio, evaluar bioinsecticidas
y estudiar a profundidad su biologia, comportamiento y mecanismos de control (PROINPA.,
2014).

2.2.7.1. El alimento natural en los insectos

En condiciones naturales, los insectos obtienen su alimento directamente del entorno en el
que habitan. Segun el rol ecolégico que cumplen, su dieta puede variar. Por ejemplo, los
insectos fitéfagos o herbivoros se nutren de diferentes partes de las plantas hospederas
como raices, tallos, hojas, frutos o semillas, las cuales les suministran los nutrientes

esenciales para su crecimiento y desarrollo (Schowalter, 2011).
2.2.7.2. Dieta artificial

Permiten estandarizar la alimentacion, reducen el riesgo de contaminacion y eliminan la
dependencia de plantas hospederas, manteniendo una fuente constante de nutrientes

durante el ciclo larval (Murua et al., 2003).

Generalmente, estan compuestas por harinas vegetales (poroto, soja, maiz, alfalfa, germen
de trigo), proteinas, lipidos, aminoacidos esenciales, agar, vitaminas, extractos vegetales y

fagoestimulantes (Villacorta, 2001). Ademas de su valor nutritivo, funcionan como el medio
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donde las larvas realizan sus procesos fisioldgicos como la muda, excrecién y respiraciéon
(Medina y Hernandez, 2020).

2.3. Endodfitos

Actualmente, los endofitos se definen como microorganismos, principalmente hongos vy
bacterias, que colonizan interna y asintomaticamente diversos tejidos de la planta

hospedera como raices, tallos, hojas o semillas (Wilson, 1995; Hallmann et al., 1997).

Este grupo microbiano ha sido reportado en casi todas las plantas estudiadas, siendo
especialmente abundantes en especies tropicales y en ambientes con condiciones
extremas (Arnold et al., 2003). Su funcion ecolégica puede variar desde relaciones
mutualistas hasta comensalismo o latencia (Rodriguez et al., 2009), dependiendo del tipo

de microorganismo, la planta hospedera y las condiciones ambientales.
2.3.1. Clasificacion de los endéfitos

La clasificacion mas comun distingue entre enddfitos obligados (que requieren la planta
para completar su ciclo) y facultativos (que pueden vivir de forma libre en el suelo) (Stone
et al., 2000). Segun Saikkonen et al. (1998) se diferencian en su modo de transmision:

vertical (por semilla) o horizontal (por el ambiente).

En el caso de los hongos entomopatdgenos, como Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae, se ha demostrado su capacidad de establecerse como enddfitos facultativos,
colonizando tejidos vegetales sin causar sintomas y otorgando proteccién frente a insectos
fitdfagos (Vega, 2008; Bamisile et al., 2018).

2.3.2. Mecanismos de colonizacion endofitica

Los hongos entomopatdégenos colonizan a las plantas a través de multiples vias: por las
raices, por las estomas o por heridas, y pueden ser inoculados mediante técnicas artificiales
como la aspersion foliar, inmersion de semillas o inyeccion en tejido (Posada y Vega, 20073;
Ownley et al., 2010). Una vez en el interior, pueden distribuirse de forma localizada o

sistémica, dependiendo del hospedero y del hongo.

La eficiencia de colonizacién varia segun la especie del microorganismo y la via de entrada.

B. bassiana, por ejemplo, muestra alta eficiencia cuando se inocula por semilla, colonizando
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tejidos del tallo y las hojas (Akello y Sikora, 2012). Las condiciones ambientales, como

humedad y temperatura, influyen significativamente en el éxito del proceso.
2.3.3. Funciones y beneficios de los endéfitos

Ademas de actuar como agentes de control biolégico al provocar la muerte directa del
insecto hospedero, los enddéfitos entomopatdgenos ejercen efectos subletales, tales como
reduccion en la oviposicion, longevidad, desarrollo larval y fecundidad (Jaber y Vidal, 2010;
Akello y Sikora, 2012). Estos efectos pueden alterar el comportamiento del insecto, incluso

antes del contacto directo con el hongo.

La muerte del insecto ocurre principalmente cuando los conidios germinan sobre la cuticula
o son ingeridos junto con el alimento, permitiendo la penetracion de las hifas a través de la
cuticula y su posterior colonizacion de la hemolinfa y tejidos internos. Este proceso provoca
deshidratacion, paralisis y colapso fisiolégico, conduciendo a la muerte del hospedero. En
el estudio de Altaf et al. (2023), las larvas alimentadas con hojas de maiz colonizadas por
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae presentaron sintomas tipicos de infeccion
fungica, con cuerpos rigidos, encogidos y cubiertos de micelio blanco o verde, dependiendo
de la especie del hongo. Adicionalmente, estos enddfitos producen metabolitos secundarios
como beauvericina, oosporeina y destruxinas, los cuales poseen propiedades insecticidas
que alteran la digestion, la actividad enzimatica y el sistema nervioso del insecto,

reduciendo su supervivencia y capacidad reproductiva.

Por otra parte, la colonizacién endofitica puede inducir resistencia sistémica en la planta,
mejorar la absorcion de nutrientes y aumentar su tolerancia a estrés biodtico y abidtico
(Arnold et al., 2003). Esto convierte a estos microorganismos en aliados multifuncionales

en la agricultura sostenible.
2.3.4. Importancia de los endéfitos en la agricultura

El uso de hongos entomopatdégenos endofitos constituye una herramienta eficaz en el
manejo de Helicoverpa spp., ya que actuan tanto por infeccion directa como mediante la
modificacion fisioldgica de la planta, reduciendo su atractivo y aptitud para el insecto (Vega,
2018; Russo et al., 2020).

En la fase de huevo, la colonizacion endofitica de Beauveria bassiana y Metarhizium

anisopliae provoca una menor oviposicion y viabilidad, debido a compuestos volatiles que
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interfieren en el reconocimiento del hospedero (Vidal, 2018; Dicke et al., 2009). Durante la
etapa larval, se observa alta mortalidad, menor crecimiento y retraso en el desarrollo,
asociados a la infeccion micética y a toxinas como destruxinas y beauvericinas que afectan
la digestion y el sistema nervioso (Vianna, 2018; Lestari et al., 2022; Belezini et al., 2023).
En la fase pupal, las infecciones subletales reducen la emergencia y el vigor de los adultos
(Russo et al., 2019). Finalmente, los adultos emergidos de larvas alimentadas con tejidos
colonizados presentan menor longevidad, fecundidad y preferencia de oviposicion
(Mwamburi, 2021; Sari et al., 2023).

En conjunto, estos hongos alteran todo el ciclo biolégico de Helicoverpa spp., disminuyendo
la supervivencia, el desarrollo y la capacidad reproductiva, lo que los convierte en una
alternativa prometedora para el manejo sostenible de H. quinoa en quinua bajo condiciones

de invernadero.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Localizacién
3.1.1. Ubicacion geografica

El presente trabajo de investigacion se desarrollé en dos dependencias de la fundacion
PROINPA, la primera, corresponde al laboratorio de Entomologia e invernadero, del Centro
de innovacion Agricola Alejandro Bonifacio (CIAAB), ubicado a 4 Km de Viacha (Ingavi, La
Paz), y a 16° 40’ 30" Latitud Sur y 68° 17" 58" Longitud Oeste, y una altitud de 3.880
m.s.n.m. (Callizaya, 2017). La segunda, al laboratorio de biologia molecular del centro de
innovacion Agricola Antonio Gandarillas (AIAAAG), ubicado en El paso, a 5 Km de
Quillacollo (Cochabamba), y a 17°18’ de Latitud Sur y 66°14’ de Longitud Oeste, a una
altitud de 2.540 msnm (Gabriel et al., 2013).

3.2. Materiales
3.2.1. Materiales biologicos

Los materiales bioldégicos empleados fueron un set de 30 pupas de Helicoverpa quinoa
provenientes de una cria experimental del CIAAB, facilitadas por la Fundacion PROINPA,
y semilla de quinua de la variedad Jacha Grano (planta verde, panoja glomerulada y grano
blanco con saponina). Esta variedad fue seleccionada por ser representativa del Altiplano
Central de Bolivia, donde se cultiva ampliamente por su adaptacion a las condiciones
locales, grano grande y ciclo precoz, ademas de su uniformidad fenotipica y estabilidad bajo
condiciones de invernadero, lo que garantiza homogeneidad experimental y pertinencia

agronomica en la investigacion (Bazile et al., 2014; PROINPA, 2014).
3.2.2. Material de laboratorio

Entre los equipos 6pticos y de control ambiental, se emplearon: un estereoscopio, un
refrigerador marca Whirlpoor, una camara de incubacion, lamparas, un humidificador con
capacidad de 7 litros, un calefactor (calefén generador de calor), un ventilador, un
termoémetro de maxima y minima, un termo hidrémetro y un sistema Arduino para el registro
automatizado de temperatura y humedad por minuto. Asimismo, se utilizé una camara de

flujo laminar, un mechero, un autoclave y estantes metélicos de 2 x 1,20 metros.
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Entre los materiales de cultivo y cria, se dispuso de recipientes plasticos transparentes de
1000 cm? con tapas, recipientes de cria de 50 cm?® con tapas, bandejas de plastico de 5,1
cm de alto por 38,7 cm de largo y 25,1 cm de ancho, bandejas plasticas de 500 cm?, tapers
plasticos de 500 ml, frascos de vidrio de 5 cm?® con tapa, vasos precipitados, cajas y placas
Petri.

Para la manipulacién y transferencia de muestras, se utilizaron pinceles (N° 00 y N° 000),

pinzas metalicas, pinzas, bisturi y tijeras.

En cuanto a insumos bioldgicos y soluciones desinfectantes, se utilizaron miel de abeja,
algodon, papel toalla (comun y esterilizado), papel absorbente, papel secante, agua
destilada, agua destilada estéril, DG-6, alcohol al 70 %, hipoclorito de sodio (NaCIO) al 1,5

% y gentamicina.

Se utilizé también el medio de cultivo Potato Dextrose Agar (PDA) de la marca Oxoid, para

la propagacion y desarrollo de los hongos entomopatdgenos utilizados en los ensayos.

Adicionalmente, se emplearon materiales auxiliares como garrafa, cocina, olla de 8 litros,
tela tul, telas tipo malla, atomizadores, bandas elasticas, guantes desechables vy

guardapolvo.

3.2.3. Material de invernadero

Se usaron: platines de quinua, regadera, pala, picota, sustrato, cernidor, macetas.
3.2.4. Material de gabinete

Lapices, marcadores, poliestireno expandido de 2 cm de grosor, masking, scotch, hojas
bond, regla, tijeras, cuadernillo, cuaderno de registro, planillas de registro, calculadora,
borrador, tablero, computadora e impresora, y para la redaccion del documento se revisaron

trabajos realizados, articulos cientificos y revistas.
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3.3. Metodologia
3.3.1. Cria de Helicoverpa quinoa
3.3.1.1. Ajuste de ambiente de cria

Para la implementacion y desarrollo de estudio, se procedié con la limpieza y desinfeccion
de los ambientes destinados a la cria de H. quinoa. Se ajustaron las condiciones
ambientales, estableciendo los rangos oOptimos de temperatura y humedad relativa, asi
como un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad. Para dicho
acondicionamiento, se utilizaron equipos como termémetros de maximas y minimas, un
vaporizador para mantener una humedad relativa de 605 %, un termo ventilador,
temporizadores (timers) para el control del ciclo de luz, un sistema Arduino y un radiador
(Calefon). Finalmente, se efectué el monitoreo y registro de la temperatura en cada
ambiente de cria durante un periodo de 48 horas logrado estabilizar la temperatura a 27+1,5
°C.

3.3.1.2. Prueba preliminar de cria de H. quinoa

Para fortalecer la metodologia de cria de H. quinoa, se ejecuté una prueba preliminar
empleando pupas suministradas por el Laboratorio de Entomologia del CIAAB. Tras la
emergencia de los adultos, estos fueron trasladados a camaras de copula y oviposicion (22
cm de altura, 15 cm de ancho, 21 cm de profundidad y tapa de 12 cm de diametro.), donde
se les alimenté mediante una mota de algoddn impregnada con solucién de miel de abeja
al 10 %. Se establecieron grupos de diez parejas (hembras y machos) por camara de
copula. Al iniciarse la oviposicion, los huevos fueron recolectados en recipientes
transparentes (tapers plasticos de 500 ml) con tapa hermética. Luego de un periodo de
incubacién de siete dias, las larvas neonatas eclosionaron y fueron individualizadas en
recipientes de cria de 50 cm?, donde se suministré una dieta artificial en volumen de 1,5
cm? hasta alcanzar la fase de pupa. Finalmente, se efectuaron procedimientos de limpieza,
desinfeccion y sexado de las pupas, las cuales se destinaron para el inicio de la

investigacion.
3.3.1.3. Provisién del material experimental

Los huevos de H. quinoa se obtuvieron a partir de la prueba preliminar descrita

anteriormente, que comenzé con 30 adultos (158 y 152) acondicionados en camaras de
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copula y oviposicion con dimensiones de 22 cm de altura, 15 cm de ancho, 21 cm de
profundidad y tapa de 12 cm de diametro. En el interior de las camaras se colocaron
verticalmente cuatro bandas de papel toalla, cada una con dimensiones de 20 x 8 cm,
ademas de una banda de papel toalla en la parte superior con un pequeno orificio central
para introducir una mota de algodoén. Se prepard una solucion de miel de abeja al 10 %,
con la que se humedecié un pedazo de algodén que fue colocado en un recipiente circular
pequeio ubicado en el centro de la camara para alimentar a los adultos emergidos. La parte
superior del recipiente fue cubierta con tela tul y asegurada con una banda elastica para
evitar la fuga de los insectos. Posteriormente, las camaras de cria y oviposicion fueron
ubicadas en estantes metalicos. Al iniciarse la oviposicion, las bandas de papel toalla con
los huevos fueron colectadas diariamente, reemplazando las usadas por otras nuevas. Los
huevos recolectados fueron depositados en recipientes plasticos de 26 cm de largo, 16 cm
de ancho y 3,5 cm de altura, con tapa. La investigacion comenzé con la postura
correspondiente al sexto dia, debido a que en esa fecha se registré la maxima cantidad de

posturas (huevos).

3.3.1.4. Protocolo de alimentacion de larvas de H. quinoa con dieta artificial y dieta

natural (hojas y panoja de quinoa)
3.3.1.4.1. Dieta artificial para la cria de H. quinoa

Para la alimentacion de las larvas de H. quinoa se utilizo la dieta artificial, recomendada por
(Ortiz, 2023), a base de frijol y germen de trigo, para su preparacion se utilizé los siguientes

ingredientes (Cuadro 3):

Cuadro 3. Ingredientes para la elaboracién de dieta artificial para la cria de H.

quinoa

N° Ingredientes Cantidad
1 Frijol 165¢g
2 Germen de trigo 80g

3 Levadura 30g

4  Acido Ascorbico 5g

5 Acido Sorbido 39

6 Nipagin (metil partabeno) 79

7 Gentamicina o Tetraciclina 2 ml

8 Complejo B multivitaminas 1ml
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9 Formaldehido (40%) 3,5ml
10  Carraginina (carralac Maprial) 17 g
11  Agua 1400 mi

Fuente: Ortiz (2023)

La dieta artificial se preparé con los siguientes pasos:

1. Se peso6 165 gramos de frijol carioca y se remojé en agua caliente durante 12 horas.
Se hizo hervir 1400 ml de agua.

Se peso los ingredientes (2, 3, 4, 5, 6 y 10 del cuadro 3) y se mezcld en un recipiente
plastico (indicar volumen/tamafio) desinfectado.

4. Se licud el frijol durante cinco minutos con 500 ml de agua caliente, anteriormente
hervido.

5. Se puso una olla de 8 litros a fuego lento para luego afiadirlo el frijol licuado y con
la ayuda de una paleta de madera se batié constantemente para evitar que se
queme.

6. Luego, se licu6 durante dos minutos la levadura, germen de trigo, acido ascérbico,
acido sérbico, nipagin y carraginina con 600 ml del agua tibia previamente hervida.

7. Luego alos 15 minutos de haber echado a hervir el frijol, se afadio el licuado de la
levadura, germen de trigo, etc. el resto del agua que sobra (300 ml) se afade a la
olla limpiando los restos del licuado.

8. A los veinticinco minutos se le agregé el formaldehido, gentamicina y complejo B
hasta que hirviera tres minutos.

9. Se vertid la mezcla en dos bandejas plasticas desinfectadas con alcohol al 70 %,
para que enfrié y gelifique a temperatura ambiente durante media hora y, por ultimo,

se almaceno en el refrigerador.
3.3.1.4.2. Procedimiento de alimentacion de las larvas

Una vez eclosionadas, las larvas neonatas (L1) de H. quinoa fueron individualizadas en
recipientes de cria de 50 ml y alimentadas exclusivamente con dieta artificial (1,5 cm?® de
dieta artificial). Una vez que alcanzaron el segundo estadio larval (L2), se realiz6 la
transicion alimenticia de dieta artificial a dieta natural (hojas frescas de quinua), siguiendo
la recomendacién de (Acatila et al., 2004), quien sugieren un cambio progresivo para
favorecer la aceptacién y adaptacion de las larvas a la nueva fuente alimenticia. Las hojas

fueron suministradas segun tres tratamientos planteados. El material vegetal se proporcioné
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cada dos dias para mantener su frescura y calidad nutricional. Ademas, se realizé la
limpieza del recipiente de cria eliminando restos del alimento y las heces de las larvas. Por
recomendacion de (Yujra, j., 2021), desde el tercer estadio larval (L3) hasta el momento de
la pre-pupa, las larvas fueron alimentadas diariamente con hojas frescas y panojas
inmaduras de quinua correspondientes a cada tratamiento, también se realiz6 la limpieza

correspondiente como en el anterior estadio larval.

Durante todo el periodo de alimentacion, se mantuvieron condiciones ambientales
constantes de temperatura (27 °C £ 2 °C) y humedad relativa (60 % + 5 %), y se registraron

observaciones relacionadas con la aceptacion del alimento y el desarrollo larval.
3.3.1.4.3. Manejo de estadios de desarrollo

Para un manejo efectivo de los diferentes estados del insecto, se realiza un registro
detallado del cambio de estadios mediante la colecta de capsulas cefalicas. Estas capsulas
son estructuras del exoesqueleto de los insectos que permanecen después de la muda
larval que permiten identificar y cuantificar el numero de mudas ocurridas, facilitando el
seguimiento del desarrollo larval sin necesidad de manipular directamente a los insectos, lo
cual puede afectar su comportamiento o supervivencia. La recoleccion periédica de estas
capsulas ofrece una herramienta no invasiva para monitorear el avance del ciclo biolégico

en condiciones de laboratorio, principalmente.
3.3.2. Cultivo de plantas
3.3.2.1. Semillas

Las semillas de quinua variedad Jacha grano (fueron proporcionas por PROINPA) fueron
esterilizadas sumergiéndolas en una solucién de DG-6 (Piridonio Cloruro) durante dos

minutos, seguido de un lavado con agua para luego secarlas en sombra.
3.3.2.2. Preparacion del sustrato

El sustrato empleado consistié en una mezcla de tierra del lugar, abono ovino y turba en
una proporcién volumétrica de 2 partes de suelo, 1 parte de turba y 1 parte de guano ovino.
Para controlar la presencia de patdégenos y organismos no deseados, el sustrato fue
esterilizado mediante el método de solarizacion, que consistioé en la exposicién al sol directo

durante tres dias, logrando la desinfeccion natural del medio. Posteriormente, el sustrato
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fue embolsado en bolsas plasticas para plantines con dimensiones de 15 x 8 cm, adecuadas

para el desarrollo inicial de las plantulas.
3.3.2.3. Siembra y manejo de invernadero

Las semillas esterilizadas se sembraron directamente en las bolsas con el sustrato
preparado. El manejo en el invernadero contempld mantener las condiciones Optimas para
la germinacion y crecimiento de las plantulas. Se realizaron riegos periddicos para mantener
la humedad del sustrato sin llegar a encharcar, y se aplicaron medidas de control
fitosanitario (se realizaron aplicaciones foliares por asperjado con los bioinsumos Vigortop
y Bacterial Mix (PROINPA), con una frecuencia de dos aplicaciones mensuales. Estas
aplicaciones tuvieron como finalidad fortalecer el crecimiento y vigor de las plantas,

promoviendo el desarrollo radicular, foliar y la sanidad vegetal.
3.3.3. Hongos entomopatoégenos

Las cepas de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae utilizadas en el estudio fueron
obtenidas del laboratorio de microbiologia de PROINPA. Estas cepas fueron formuladas en
medio aceitoso con una concentracion inicial de 1 x 10° conidios/mL. Estas suspensiones
fueron almacenadas en condiciones controladas a 4 °C hasta su uso. La identificacion y
pureza de las cepas fueron verificadas mediante técnicas microscopicas y cultivo en medio

selectivo, antes del envio de las cepas en el laboratorio de PROINPA.
3.3.4. Métodos de inoculacion de los hongos entomopatoégenos a las plantas
3.3.4.1. Inoculacion mediante tratamiento de semilla

Las semillas de quinua, previamente esterilizadas superficialmente, fueron peletizadas con
suspensiones conidiales de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae. Para ello, se
trataron 50 gramos de semilla con 15 mL de la suspension conidial de cada hongo, a una
concentracién de 1 x 10° conidios/mL, mediante inmersion de la semilla en la solucién por

30 minutos.

Finalizado el tratamiento, las semillas fueron colocadas sobre una toalla de papel
esterilizada y secada a la sombra hasta alcanzar una humedad superficial adecuada para
la siembra, evitando la exposicion directa a la luz solar para preservar la viabilidad de los

conidios.
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Las semillas tratadas se sembraron en macetas que contenian el sustrato previamente
desinfectado, conforme a lo descrito en la secciéon 3.3.2.2. En el tratamiento control (testigo),
las semillas fueron desinfectadas de igual manera, pero no recibieron inoculacién con

hongos; y estas se sembraron simultaneamente con los tratamientos.
3.3.4.2. Inoculacion por via foliar

Las semillas de quinua, previamente esterilizadas, fueron sembradas en macetas que
contenian sustrato anteriormente desinfectado, conforme a lo descrito en el apartado
3.3.2.2. A los 14 dias después de la siembra, cuando las plantulas se encontraban en la
fase fenolégica de desarrollo vegetativo inicial, con la aparicion de las primeras hojas

verdaderas, se procedio a la aplicacion foliar de los tratamientos.

La aplicacion se realizé mediante aspersién manual, utilizando un volumen promedio de 2,1
ml por planta de la suspension conidial de cada hongo, preparada en agua esterilizada por
ebulliciéon y enfriada a temperatura ambiente. Para el tratamiento testigo, se aplicaron 2,1
ml de una solucidon compuesta por agua esterilizada mas adherente, sin presencia de
conidios. Cada tratamiento fue aplicado de forma directa sobre las plantulas de quinua,

asegurando una cobertura uniforme.

Para evitar el escurrimiento del indculo hacia el sustrato y garantizar su permanencia sobre
la superficie foliar, la superficie del sustrato de cada maceta fue cubierta con papel aluminio

durante la aplicacion.

3.3.5. Colonizacion endofitica de B. bassiana y M. anisopliae en plantas de quinua

inoculadas con estos microorganismos
3.3.5.1. Muestreo de hojas, tallos y raices

Para la confirmacion de la colonizacion endofitica, se seleccionaron cuatro plantulas por
tratamiento, las cuales fueron extraidas cuidadosamente del sustrato para evitar dafos en
los tejidos vegetales. Posteriormente, se procedio con el lavado de hojas, tallos y raices,

realizandolo tres veces con agua destilada y estéril.
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3.3.5.2. Esterilizacién superficial

Los tejidos fueron seccionados con bisturi estéril en fragmentos de aproximadamente 1 cm
de longitud. Luego, se sometieron a un proceso de desinfeccidon superficial en tres pasos:
1) inmersién en hipoclorito de sodio (NaClO) al 1,5% durante 2 minutos, 2) seguida de una
inmersion en etanol al 70% durante 2 minutos, y 3) finalmente tres lavados consecutivos
con agua destilada y estéril, con una duracion de 2 minutos cada uno. Los fragmentos
fueron colocados sobre papel absorbente estéril y se dejaron secar durante 1 minuto dentro

de una camara de flujo laminar.
3.3.5.3. Siembra en medio PDA

De cada tratamiento se obtuvieron 9 fragmentos de hoja, 9 de tallo y 9 de raiz, conformando
tres repeticiones por tipo de tejido. Los fragmentos fueron sembrados en medio de cultivo
Potato Dextrose Agar (PDA) con la adicion de gentamicina (30 pL por tejido) para inhibir el
crecimiento bacteriano. En cada placa de Petri se colocaron tres fragmentos
correspondientes a un mismo tratamiento, distribuidos en forma triangular y con su

respectiva identificacion.
3.3.5.4. Incubacién y evaluacién

Las placas inoculadas fueron incubadas a 28 °C durante 3 dias. Finalizado este periodo, se
procedid a la evaluacién del crecimiento fungico a partir de los tejidos, considerando la
morfologia macroscépica de las colonias emergentes para identificar la presencia de los
hongos enddfitos (Altaf et al., 2023).

3.3.5.5. Calculo del porcentaje de colonizaciéon

El porcentaje de colonizacion endofitica se determiné mediante la siguiente formula:

fragmentos con crecimiento
Colonizacion (%) = > 100
fragmentos sembrados




25

3.3.6. Efecto de la colonizacion endofitica de B. bassiana y M. anisopliae en plantas

de quinoa sobre el desarrollo el ciclo de vida de H. quinoa.
3.3.6.1. Condiciones del ensayo

La investigacion se desarrollé bajo condiciones ambientales controladas, con temperatura
constante de 27 °C % 2 °C, humedad relativa descrita en la seccion 2.3 y un fotoperiodo de
12:12 (luz: oscuridad) proporcionado mediante iluminacion fluorescente, garantizando un

entorno adecuado para el desarrollo del estudio.
3.3.6.2. Tratamientos evaluados
Los tratamientos en estudio se describen en el cuadro 4.

Cuadro 4. Descripcion de los tratamientos para evaluar la mortalidad en larvas

N° Tratamiento Descripciéon

1 Testigo Quinua inoculada con agua

2 B. bassiana, trat. Semilla  Quinua inoculada c¢/B. bassiana, trat. Semilla
3  B. bassiana, via foliar Quinua inoculada c/B. bassiana, via foliar

4 M. anisopliae, trat. Semilla Quinua inoculada c/M. anisopliae, trat. Semilla
5 M. anisopliae, via foliar Quinua inoculada c/M. anisopliae, via foliar

Las aplicaciones de hongos se realizaron siguiendo los procedimientos descritos en las

secciones 3.3.4.1. y 3.3.4.2., con una concentracion de 1 x 10° conidios/mL.
3.3.6.3. Obtenciéon y manejo de larvas

Cuando las larvas neonatas eclosionaron, se procedio a su individualizacion en recipientes
de cria de 50 mL. En el fondo de cada uno se coloco papel toalla (3 x 3 cm) para absorber
el exceso de humedad de la dieta. A continuacion, se introdujo un cubo de dieta artificial
(1,5 x 1,5 % 1,5 cm) y, con ayuda de un pincel N.° 00, se coloco una larva neonata al azar
sobre la dieta, cerrando inmediatamente el recipiente para evitar su escape. Los recipientes
fueron agrupados en bandejas de poliestireno expandido y organizados en estantes

metalicos dentro de un ambiente con temperatura controlada de 27 °C £ 2 °C.

El seguimiento de la cria fue diario, cuando las larvas alcanzaron el segundo estadio larval
(L2), se sustituyo la dieta artificial por hojas de quinua. Estas hojas fueron previamente

recolectadas y sometidas a un proceso de desinfeccion: se sumergieron en una solucion
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de agua con DG-6, luego se enjuagaron con agua previamente hervida y enfriada,
finalmente se secaron con papel toalla. Este procedimiento se aplicé a todas las hojas,
independientemente del tratamiento correspondiente. Las larvas de segundo y tercer
estadio fueron alimentadas exclusivamente con hojas, mientras que aquellas en cuarto,
quinto y sexto estadio recibieron panojas de quinua como fuente alimenticia, siguiendo el
protocolo de alimentacion propuesto por Yujra (2021). A partir del tercer estadio (L3), se
combinaron hojas y panojas en la alimentacion. Las hojas se reemplazaron cada dos dias,

al igual que el papel absorbente del recipiente.

Para la determinar la duracion del estado larval, se realizdé un registro diario desde la
eclosién de la larva neonata hasta su entrada en fase de pre-pupa. El cambio de estadio
larval se verific6 mediante la observacién de capsulas cefalicas y exuvias dejadas por las
larvas tras cada muda. En los primeros tres estadios, la observacion se llevd a cabo con
estereoscopio, mientras que en los ultimos fue posible mediante observacion directa. Las
capsulas cefalicas recolectadas fueron almacenadas en frascos de vidrio de 5 ml con
alcohol al 70 %. Se individualizaron 100 larvas por tratamiento, totalizando 600 larvas para

toda la investigacion.
3.3.6.4. Diseio experimental

Se empled un disefio completamente al azar para estudiar el efecto de tratamientos (B.
bassiana y M. anisopliae y formas de inoculacién) en larvas de H. quinoa con 10
repeticiones, considerando en conjunto de 10 larvas como unidad experimental. EI modelo

lineal aditivo es el siguiente Fisher (1935) citado por (Ochoa, 2009).
Yij = p + ai + €ij
Donde:
Yij observacioén especifica.
1 media general del experimento.
ai efecto del i-ésimo tratamiento (Beauveria bassiana: semilla y foliar,

Metarhizium anisopliae: semilla y foliar, grupo de control).

€ij error experimental asociado con la observacion Yij.
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3.3.6.4.1. Matriz de contrastes ortogonales

C1: todos los tratamientos con el grupo de control.
C2: los tratamientos con B. bassiana versus M. anisopliae.
C3: aplicaciones a semilla versus aplicaciones foliares dentro de B. bassiana.

C4: aplicaciones a semilla versus aplicaciones foliares dentro de M. anisopliae.

COMPARACIONES testigo B. bassiana M. anisopliae
Via foliar Trat. Semilla Via foliar Trat. Semilla
C1 -4 1 1 1 1
C2 0 1 1 -1 -1
C3 0 -1 1 0 0
C4 0 0 0 1 -1

El uso de contrastes ortogonales permitié realizar comparaciones independientes y dirigidas
entre los tratamientos experimentales, con el fin de evaluar los efectos especificos
establecidos en los objetivos del estudio. Dichos contrastes se definieron para analizar el
impacto global de la colonizacién endofitica frente al testigo (C1), las diferencias entre
especies de hongos entomopatégenos (C2) y la eficiencia de las vias de inoculacién
(semilla y foliar) en la accion de cada hongo (C3 y C4). Este enfoque estadistico contribuy6
a una interpretacion mas precisa de los resultados y a la determinacion del tratamiento con

mayor efecto sobre la supervivencia de H. quinoa.
3.3.6.4.2. Variables evaluadas

Dias de duracion del estado larval: Numero de dias transcurridos desde la eclosién de
las larvas neonatas hasta su transformacién en pre-pupa en cada uno de los tratamientos

y en el testigo.

Dias del estado de pre-pupa: Numero de dias desde que la larva se vuelve inactiva y

forma el capullo hasta que inicia la etapa de pupa, medido en los tratamientos y testigo.

Dias del estado de pupa: Numero de dias desde la formaciéon completa de la pupa hasta

la emergencia del adulto, evaluado en los tratamientos y testigo.
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Ndmero de adultos: Conteo total de adultos que emergen de las pupas en cada

tratamiento y en el testigo.

Longevidad de los adultos: Numero de dias transcurridos desde la emergencia hasta la

muerte de los adultos, registrado para en cada tratamiento y testigo.

Mortalidad: Registro acumulado de individuos muertos en cada etapa del desarrollo

(huevo, larva, pre-pupa, pupa y adulto), consignado para cada tratamiento y testigo.

3.3.7. Efecto de la colonizacion endofitica de B. bassiana y M. anisopliae en plantas

de quinua sobre la preferencia de oviposicion de hembras de H. quinoa
3.3.7.1. Material vegetal y disefio del ensayo.

Las plantas de quinua utilizadas en este ensayo fueron inoculadas previamente con los
hongos entomopatégenos B. bassiana y M. anisopliae, siguiendo los procedimientos de
inoculacion foliar y tratamiento de semilla detallados en apartados anteriores. Las plantas
se mantuvieron en condiciones controladas de invernadero y fueron expuestas a los adultos

de H. quinoa a los 45 dias después de la inoculacion.

El disefio experimental consistio en la instalacion de dos camaras de copula y oviposiciones
independientes de 50 cm x 50 cm x 100 cm, con los laterales cubiertos con tela tul para
permitir la ventilacién y la parte superior con vidrio para una mejor observacion, mientras
que la base era de madera. En una de las jaulas se evaluaron los tratamientos por
tratamiento en semilla: B. bassiana (semilla), M. anisopliae (semilla) y testigo (sin
inoculacion). En la segunda jaula se evaluaron los tratamientos por inoculacién foliar: B.

bassiana (foliar), M. anisopliae (foliar) y testigo.
3.3.7.2. Condiciones del experimento

Las jaulas fueron instaladas dentro del invernadero del Centro de Innovacion Agricola
"Alejandro Bonifacio" (CIAAB) de PROINPA.

3.3.7.3. Procedimiento de liberacion de insectos

Las pupas utilizadas para esta evaluacion fueron entregadas por el Laboratorio de
Entomologia del CIAAB, provenientes de su cria continua de H. quinoa. La emergencia de

adultos ocurri6 de manera asincrénica en un lapso de dos dias. Para asegurar el
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apareamiento, los adultos recién emergidos fueron colocados en una jaula adicional donde
permanecieron juntos durante dos dias. Posteriormente, se seleccionaron 10 adultos por
jaula (58 y 59), los cuales fueron liberados en cada una de las camaras mencionadas

anteriormente.
3.3.7.4. Alimentacidén de adultos durante la prueba

Debido a que las plantas de quinua aun no se encontraban en estado de floracién al
momento del ensayo, se coloco en cada jaula una mota de algodén impregnada con una
solucion de miel diluida como fuente alimenticia para los adultos, siguiendo la misma técnica

previamente descrita para la cria en laboratorio.
3.3.7.5. Registro de oviposicion

Cada 48 horas se procedid al cambio de las plantas de quinua correspondientes a los
tratamientos en evaluacion en cada cadmara copula y oviposicion. Se contabilizaron los
huevos ovipositados en cada planta de quinua, diferenciando las posturas localizadas en la
hoja (haz y envés) y tallo de cada planta. Esta metodologia se mantuvo durante el tiempo
de vida util de las hembras de H. quinoa en cada ensayo. Este tipo de prueba de preferencia
de oviposicion ha sido utilizado en trabajos previos, como en el estudio de Vidal y jaber
(2015), quienes evaluaron la eleccién de oviposicién de lepidopteros sobre plantas

colonizadas por endéfitos entomopatégenos.
3.3.7.6. Variables de respuesta

Distribucion de huevos por tratamiento: Promedio de huevos ovipositados por
tratamiento (foliar, semilla y testigo), calculado a partir del total de huevos por planta. Se

expresa como media = desviacion estandar.

Preferencia de oviposicion (%): Porcentaje del total de huevos depositados que
corresponde a cada tratamiento, calculado con base en el nuamero total de huevos

observados en la unidad experimental (jaula).
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3.3.8. Analisis estadistico

3.3.8.1. Analisis de varianza (ANOVA)

Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) para comparar los promedios por repeticion de
las variables: duracion del estado larval, duracion del estado de pre-pupa, duracién del

estado de pupa, longevidad de adultos y mortalidad de H. quinoa.
3.3.8.2. Prueba de medias de Duncan

Para identificar diferencias significativas entre los tratamientos, se aplicé la prueba de
medias de Duncan al 5 % sobre los promedios obtenidos en las variables evaluadas.

Andlisis de contrastes ortogonales
Se emplearon contrastes ortogonales para comparar:

C1: comparar todos los tratamientos versus el testigo,

C2: comparer B. bassiana versus M. anisopliae

C3: comparar aplicaciones a semilla versus aplicaciones foliares dentro de B. bassiana.
C4: comparar aplicaciones a semilla versus aplicaciones foliares dentro de M. anisopliae.
3.3.8.3. Analisis de preferencia de oviposicién

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) para comparar el promedio de huevos

ovipositados por planta entre los tratamientos (inoculacion foliar, inoculacion en semilla y

testigo). Ademas, se calculé el porcentaje de preferencia de oviposicion por tratamiento.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Colonizacion endofitica de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en

plantas de quinua.

La figura 1. muestra que ambos hongos entomopatégenos (B. bassiana y M. anisopliae)
lograron establecerse como microorganismos endofitos en los tejidos de plantas de quinua,
aunque con diferencias segun la especie del microorganismo y el método de inoculacion.
B. bassiana logré establecerse en los tejidos vegetales, alcanzando porcentajes totales de
colonizacién de 22,3 % mediante inoculacion en semilla y de 33,3 % por aplicacion foliar.
En ambos casos, la colonizacién se registrd principalmente en raices y hojas, mientras que
el tallo presentd presencia endofitica unicamente en el tratamiento foliar (11,1 %). Sin
embargo, M. anisopliae no presentd colonizacién en ninguno de los tejidos evaluados,

independientemente del método de inoculacion empleado.

Cuadro 5. Porcentajes de colonizacién endofitica de B. bassiana 'y M. anisopliae
en hojas, tallo y raices de plantas de quinua bajo dos métodos de

inoculacion.
N Colonizacion endofitica (%)
Tratamiento Raiz Tallo Hoja Total
1 Beauveria bassiana-semilla 11,1 0 11,2 22,3
2 Beauveria bassiana-foliar 22,2 11,1 0 33,3
3 Metarhizium anisopliae-semilla 0 0 0 0
4 Metarhizium anisopliae-foliar 0 0 0 0

Fuente: Elaboracién propia

Figura 1. Porcentajes de colonizacion endofitica de B. bassianay M. anisopliae
en hojas, tallo y raices de plantas de quinua bajo dos métodos de
inoculacioén.
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Los resultados obtenidos evidencian que B. bassiana posee mayor capacidad de
establecerse como enddfito en tejidos de quinua en comparacién con M. anisopliae. La
colonizacién de B. bassiana fue mas eficiente cuando se aplicé via foliar (33,3 %) que por
inoculacion en semilla (22,3 %), mostrando afinidad por raices y hojas, con menor presencia
en tallos. Este patron coincide con reportes previos en otros cultivos, donde la colonizacion
foliar resulta en una distribucién mas amplia en tejidos aéreos (Posada y Vega, 2007b;
Vega, 2018b).

La ausencia de la colonizacion recuperable de M. anisopliae en quinua podria atribuirse a
diferencias en la capacidad de penetracion, adaptacion al hospedero o a la interaccion con
metabolitos de defensa de la planta. Estudios comparativos han sefalado que M. anisopliae
presenta menor frecuencia de colonizacion en ciertos cultivos frente a B. bassiana
(Greenfield et al., 2016), lo que sugiere que la compatibilidad planta—hongo es un factor
determinante.

El método de inoculacion demostrd ser determinante, el tratamiento de semilla favorecié
una colonizacion mas sistémica, alcanzando hojas y raices, en concordancia con lo descrito
en revisiones recientes donde se indica que este método incrementa la probabilidad de
recuperacion del hongo en multiples 6rganos de la planta (Panwar y Szczepaniec, 2024).
En cambio, la inoculacion foliar resulté en colonizacibn mas localizada y de menor
extensién, lo que podria sugerir que el sitio de contacto del hongo condiciona su éxito de
establecimiento (Vidal y jaber, 2015).
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En este contexto, la mayor colonizacién de B. bassiana en quinua abre perspectivas para
su aprovechamiento como herramienta de control biolégico endofitico frente a insectos
plagas clave del cultivo de la quinua. Sin embargo, la falta de colonizacion de M. anisopliae
resalta la necesidad de explorar condiciones de inoculacion alternativas o seleccionar cepas
mejor adaptadas al agroecosistema del Altiplano. Ademas, estos resultados refuerzan que
la colonizacion endofitica no siempre debe interpretarse Unicamente como presencia
detectable del hongo, sino también como la suma de interacciones fisioldgicas y quimicas

en la planta que pueden contribuir al control de plagas.

4.2. Efecto de la colonizacion endofitica de Beauveria bassiana y Metarhizium

anisopliae en plantas de quinua sobre el desarrollo de Helicoverpa quinoa
4.2.1. Ciclo de vida de Helicoverpa quinoa

La colonizacion endofitica con B. bassiana y M. anisopliae en plantas de quinua influyé en
la duracion del ciclo de vida de H. quinoa (Cuadro 6 y Figura 2). En general, los tratamientos
con M. anisopliae presentaron mayores tiempos de desarrollo larval, especialmente en los
estadios L2 y L3, donde la duracién fue significativamente mas prolongada en comparacion
con el testigo y los tratamientos con B. bassiana. Sin embargo, los tratamientos con B.
bassiana (tanto en aplicacién foliar como en semilla) tendieron a mostrar periodos larvales
mas cortos y proximos al control. En el estadio de pupa, las diferencias fueron mas notorias:
el tratamiento testigo presentd la mayor duraciéon (19.28 dias), seguido por B. bassiana
inoculacion foliar (15,58 dias), mientras que M. anisopliae inoculada a través del tratamiento
de semilla registré la menor duracién (12,31 dias). De manera similar, el periodo adulto fue
mas largo en M. anisopliae inoculacion foliar (10,25 dias) y mas reducido en el testigo (9,10—
9,53 dias en promedio con B. bassiana y M. anisopliae tratamiento de semilla). En cuanto
al ciclo total, el testigo alcanz6 la mayor duracion (56,31 dias), significativamente superior
a los tratamientos con enddfitos. Los valores mas bajos se registraron en B. bassiana
inoculacion foliar y semilla (43,32—43,13 dias), seguidos por M. anisopliae tratamiento de

semilla (45,14 dias) y M. anisopliae inoculacion foliar (48,44 dias).
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Cuadro 6. Efecto de la colonizacion endofitica con Beauveria bassianay
Metarhizium anisopliae en plantas de quinua sobre el desarrollo de

Helicoverpa quinoa

Estado Tratamientos
Larva B.b. foliar B.b. semilla M.a. foliar M.a. semilla Testigo
L2 2,51+1,22 d 3,38%2,28¢c  5,19+2,38 a 5,36%£1,94 a 3,9611,45b
L3 2,831+1,47 ¢ 2,71#1,69¢c 4,85+1,80a 4,77+1,61a 3,51+1,29 b
L4 3,29+1,72b 3,76+2,16 ab 4,28+1,02a 4,43+0,89a 3,85+1,23 ab
L5 3,39+221a 3,54+191a 4,26x0,69a 4,17+0,62 a 3,94+1,73 a
L6 3,00¢1,80a 2,48+1,11a 2,57+0,68a 2,72+0,89 a 2,98+1,52 a
Prepupa 3,49+3,11 a 3,46+2,20 a 2,33+0,80 a 2,28+0,46 a 3,54+2,96 a
Pupa 15,5843,48 b 14,27+3,58b 14,71£3,21b 12,31+2,10c 19,28+3,03 a
Adulto 9,23+2,75b  9,53+250b 10,25+0,97 b 9,10+0,74b 15,25+4,76 a
Total 43,32 c 4313 ¢ 4844 b 4514 b 56,31 a
Fuente: Elaboracion propia
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Figura 2. Efecto de la colonizaciéon endofitica con Beauveria bassiana'y
Metarhizium anisopliae en plantas de quinua sobre el desarrollo de
Helicoverpa quinoa.

Los resultados del andlisis de varianza mostraron diferencias altamente significativas (p <
0,01) entre tratamientos en los estadios larvales tempranos (L2, L3 y L4), asi como en pupa
y adulto de H. quinoa (Cuadro 7). En L5 las diferencias fueron significativas a un nivel menor
(p < 0,05), mientras que en L6 y prepupa no se detectaron diferencias estadisticas (p >
0,05). El coeficiente de determinacion (R?) vario entre 0,27 y 0,71, lo que indica que los

tratamientos explicaron entre un nivel moderado y alto de la variabilidad observada. El
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coeficiente de variacion (CV %) oscild entre 4,22 y 8,15, valores aceptables que reflejan

precisiéon experimental.

Cuadro 7. Andlisis de varianza para la duracién de estadios de Helicoverpa
quinoa en plantas de quinua inoculadas con Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae y un testigo.

FV GL L2 L3 L4 L5
CcM p CM P CcM P CcM p
Tratamiento 4 32,49 <0,0001** 1347 <0,0001** 10,40 0,0021** 594 0,0181*
Error 95 0,79 1,28 1,07 1,22
R? 0,58 0,64 0,63 0,48
CV (%) 4,22 5,83 5,11 6,27
FV GL L6 PRE PUPA PUPA ADULTO
CcM p CcM P CcM p CcM p

Tratamiento 4 2,15 0,1480ns 0,93 0.469ns 15,32 <0,0001** 15,36 <0,0001**

Error 95 1,35 1,00 1,12 0,94

R2 0,43 0,27 0,67 0,71

CV (%) 7,02 8,15 6,03 5,48
Fuente: Elaboracién propia *=Significativo (p < 0.05)

**=Altamente significativo
ns = No significativo
CV = Coeficiente de variacién

Los resultados registrados fueron corroborados mediante los contrastes ortogonales
(Cuadro 8). El contraste testigo vs inoculados fue altamente significativo en L2, L3 y L4 (p
< 0,001), lo que confirma el efecto negativo de la colonizacion endofitica sobre el desarrollo
de la plaga. En L5 también se observé significancia (p < 0,05).
El contraste B. bassiana vs. M. anisopliae fue significativo en la fase adulta (p = 0,0155),
demostrando que M. anisopliae redujo en mayor medida la emergencia de adultos.
El contraste B. bassiana inoculacion foliar vs. tratamiento de semilla mostré diferencias
significativas en L2 y L3 (p < 0,001), indicando que la aplicacioén por semilla tuvo un mayor
impacto en los estadios tempranos. Finalmente, M. anisopliae inoculacién foliar vs.
tratamiento de semilla fue significativo en L2, L3 y adulto, destacando que la via de
inoculacion por semilla redujo de manera mas marcada la supervivencia y la emergencia

de adultos.
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Los valores del coeficiente de determinacion (R?), que oscilaron entre 0,27 y 0,71, respaldan

la consistencia del modelo estadistico empleado, evidenciando que los tratamientos

explicaron entre el 27 % y el 71 % de la variabilidad observada en las diferentes fases del

desarrollo de H. quinoa. Los valores mas altos se registraron en las fases pupal y adulta, lo

que indica un buen ajuste del modelo y una alta influencia de los tratamientos en dichas

etapas.

Cuadro 8. Contrastes ortogonales aplicados para evaluar diferencias entre
grupos de tratamientos en la duracion de estadios de Helicoverpa quinoa

Estadio Contraste gl SC CM F p-valor

L2 Testigo vs inoculados (T1 vs T2-T5) 1 279,75 279,75 88,52 <0,0001
B.B. vs M.A. (T2-T3 vs T4-T5) 1 10,71 10,71 3,39 0,0663

B.B. foliar vs semilla (T2 vs T3) 1 111,40 111,40 35,25 <0,0001

M.A. foliar vs semilla (T4 vs T5) 1 79,85 79,85 25,27 <0,0001

L3 Testigo vs inoculados 1 83,70 83,70 37,58 <0,0001
B.B. vs M.A. 1 7,08 7,08 3,18 0,0753

B.B. foliar vs semilla 1 109,14 109,14 49,00 <0,0001

M.A. foliar vs semilla 1 50,51 50,51 22,68 <0,0001
L4 Testigo vs inoculados 1 34,55 34,55 14,38 0,0002
B.B. vs M.A. 1 0,61 0,61 0,25 0,6154
B.B. foliar vs semilla 1 5,19 5,19 2,16 0,1424
M.A. foliar vs semilla 1 6,93 6,93 2,89 0,0901
L5 Testigo vs inoculados 1 17,51 17,51 5,36 0,0212
B.B. vs M.A. 1 0,79 0,79 0,24 0,6226
B.B. foliar vs semilla 1 8,92 8,92 2,73 0,0992
M.A. foliar vs semilla 1 0,80 0,80 0,24 0,6214
L6 Testigo vs inoculados 1 4,65 4,65 2,19 0,1397
B.B. vs M.A. 1 3,45 3,45 1,63 0,2031
B.B. foliar vs semilla 1 0,14 0,14 0,07 0,7976
M.A. foliar vs semilla 1 1,09 1,09 0,51 0,4748
Pre-pupa Testigo vs inoculados 1 15,99 15,99 2,19 0,1399
B.B. vs M.A. 1 0,00 0,00 0,00 0,9807
B.B. foliar vs semilla 1 19,76 19,76 2,71 0,1009
M.A. foliar vs semilla 1 25,92 25,92 3,55 0,0604
Pupa  Testigo vs inoculados 1 5,62 5,62 0,57 0,4514
B.B. vs M.A. 1 37,81 37,81 3,83 0,0515
B.B. foliar vs semilla 1 1,96 1,96 0,20 0,6564

M.A. foliar vs semilla 1 583,69 583,69 59,09 <0,0001
Adulto Testigo vs inoculados 1 42,53 42,53 3,42 0,0678
B.B. vs M.A. 1 75,83 75,83 6,09 0,0155
B.B. foliar vs semilla 1 342 3,42 0,28 0,6012

M.A. foliar vs semilla 1 302,58 302,58 24,32 <0,0001

Fuente: Elaboracién propia
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Estos resultados muestran que la colonizacion endofitica, independientemente del hongo
utilizado, redujo el tiempo total de desarrollo de H. quinoa respecto al testigo, aunque con

variaciones segun la especie del microorganismo endoéfito y el método de inoculacion.
4.2.2. Supervivencia de Helicoverpa quinoa

La supervivencia acumulada de H. quinoa disminuy6 progresivamente en los tratamientos
con hongos entomopatégenos endofiticos en comparacién con el testigo (Cuadro 8, Figura
2). Al llegar a la fase adulta, sobrevivié un 78,5 % en el testigo, frente a un 43 % en B.
bassiana inoculacion foliar, 27 % en B. bassiana tratamiento de semilla, 18 % en M.
anisopliae inoculacion foliar y apenas 13 % en M. anisopliae tratamiento de semilla. Estos
resultados indican que M. anisopliae generd un impacto mas drastico en la supervivencia,

mientras que B. bassiana presentd un efecto mas moderado pero consistente en todas las

etapas.
Cuadro 9. Efecto de la colonizacién endofitica con Beauveria bassiana 'y
Metarhizium anisopliae en plantas de quinua sobre la supervivencia (%) de
Helicoverpa quinoa
Tratamientos Supervivencia (%)
L1 2 L3 114 L5 L6 Prepupa Pupa Adultos

B. bassiana foliar 100 100 96 94 85 81 76 73 43

B. bassiana semilla 100 100 94 87 78 71 70 61 27

M. anisopliae foliar 100 100 54 33 25 23 21 21 18

M. anisopliae semilla 100 100 52 40 23 18 18 18 13

Testigo 100 100 92 88 83,5 82 80,5 79,5 78,5

Fuente: Elaboracién propia

Figura 3. Tendencia de supervivencia acumulada de H. quinoa bajo tratamientos
con B. bassiana, M. anisopliae y un testigo.
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Sari et al. (2023) reportaron que la colonizacion endofitica de B. bassiana reduce
significativamente la viabilidad larval en noctuidos, lo cual concuerda con lo observado en
este estudio. En la Figura 3 se aprecia que la supervivencia acumulada de H. quinoa fue
notablemente mayor en el testigo (superior al 80 % hasta L5 y mas del 40 % en adultos),
en comparacién con los tratamientos con B. bassiana y M. anisopliae, donde la
supervivencia descendié por debajo del 30 % desde L4 y fue menor al 15 % en la fase
adulta. Estas diferencias reflejan el impacto directo de la colonizacion endofitica en la

mortalidad larval y pupal, asi como en la reduccion de la emergencia de adultos.

Los resultados obtenidos muestran que la colonizacion endofitica con B. bassiana 'y M.
anisopliae puede ser considerada como un método de control biolégico dentro del Manejo
Integrado de Plagas (MIP) en quinua, ya que provoca una disminucion significativa de la
supervivencia en etapas criticas del ciclo de vida del insecto, acompafada de un

acortamiento general del desarrollo (Vidal, 2018; Sari et al., 2023; Vinha et al., 2023).

El hecho de que la inoculacién por semilla haya mostrado mayor eficacia en la reduccion
de la supervivencia y longevidad adulta sugiere que esta estrategia puede incorporarse
como método preventivo, al permitir la colonizacion temprana de los tejidos vegetales. Este
hallazgo coincide con lo sefalado por Vega (2018), quien destaca que los hongos
entomopatdégenos endofitos incrementan la persistencia del control biolégico y mejoran la

respuesta de defensa vegetal.
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Asimismo, la disminucion de la longevidad adulta de H. quinoa implica una reduccion de la
fecundidad y del potencial poblacional, lo que favorece un control sostenido y menos
dependiente de plaguicidas quimicos. Resultados similares fueron obtenidos por Mwamburi
(2021) y Russo et al. (2019), quienes demostraron que el establecimiento endofitico de B.
bassiana y M. anisopliae en solanaceas y maiz redujo drasticamente la supervivencia de

Spodoptera frugiperda, reforzando la aplicabilidad de estos resultados en quinua.

En conjunto, la integracion de hongos entomopatégenos endofitos en el MIP de quinua
ofrece una alternativa eficaz y sostenible frente a H. quinoa, alineada con la necesidad de
reducir el uso de plaguicidas sintéticos y mantener el equilibrio ecolégico del

agroecosistema andino (Vega, 2018; Bamisile et al., 2018).

4.3. Efecto de la colonizacion endofitica de Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae en plantas de quinua sobre la preferencia de oviposicion de

Helicoverpa quinoa.

El analisis de la preferencia de oviposicion mostré diferencias marcadas entre los
tratamientos evaluados (Cuadro 10, Figura 4). En el testigo, las hembras depositaron el
65,9 % de los huevos, lo que evidencia una clara preferencia por las plantas no inoculadas.
En contraste, la oviposicién se redujo significativamente en los tratamientos con hongos
endofiticos: B. bassiana tratamiento de semilla (19,0 %), B. bassiana inoculacion foliar (16,7
%), M. anisopliae inoculacién foliar (20,9 %) y, de manera mas drastica, M. anisopliae
tratamiento de semilla (11,5 %). Estos resultados indican que la colonizacion endofitica

disminuyd la atraccion de las plantas hacia las hembras de H. quinoa.

Cuadro 10. Porcentaje de oviposicion de H. quinoa en plantas de quinua
inoculadas con hongos entomopatégenos endofiticos.

Tratamiento Oviposicion

Huevos %
B.b. Tratamiento semilla 16 19,0
B.b. Inoculacion foliar 14 16,7
Testigo 54 64,3

total 84 100
M.a. Tratamiento semilla 22 11,5
M.a. inoculacién foliar 40 20,9
Testigo 129 65,5
total 191 100

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 4. Porcentaje de oviposiciéon de H. quinoa en plantas de quinua
inoculadas con B. bassiana y M. anisopliae, y un testigo sin inoculacion.

Los resultados evidencian que la colonizacion endofitica con B. bassiana y M. anisopliae
redujo de manera significativa la preferencia de oviposicion de H. quinoa, en comparaciéon
con las plantas no inoculadas. La reduccion mas drastica se observdé en M. anisopliae
tratamiento de semilla (11,5 %), lo que sugiere que la colonizaciéon temprana mediante la
semilla puede inducir cambios mas profundos en la fisiologia o en la emisién de compuestos

volatiles de la planta, haciendo a estas menos atractivas para la oviposicién.

Estos hallazgos coinciden con los resultados obtenidos en otros lepidopteros. Russo et al.
(2019), reportaron que Spodoptera frugiperda redujo su oviposicion en maiz colonizado por
hongos endofiticos, mientras que Mwamburi (2021), observé disminucién de la oviposicién
de S. frugiperda en tomate tratado con B. bassiana y M. anisopliae. Asimismo, Belezini et
al. (2023) demostraron que hembras de Chrysodeixis includens y Spodoptera cosmioides

evitaron ovipositar en mani colonizado por hongos entomopatégenos.

El hecho de que las hembras de H. quinoa prefirieran ovipositar en el testigo concuerda con
lo planteado por Vega (2008) y Dicke (2009), quienes sefialan que la colonizacion endofitica
puede modificar las sefales quimicas y fisicas de la planta, reduciendo su reconocimiento

como hospedero adecuado.



41

En este sentido, la inoculacion endofitica, particularmente por semilla, se perfila como una
estrategia prometedora dentro del manejo sostenible de plagas en quinua, al disminuir la

preferencia de oviposicion.
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5. CONCLUSIONES

Segun los objetivos planteados y los resultados obtenidos en el presente estudio, nos

permite sustentar las siguientes conclusiones:

e Beauveria bassiana logréo establecerse como enddfito en plantas de quinua,
principalmente mediante la inoculacion a través del tratamiento de semilla, mientras que

Metarhizium anisopliae no fue recuperado en los tejidos analizados.

e Elciclode vida de H. quinoa disminuy6 de 56 dias en el testigo a 43 y 45 dias en plantas

inoculadas con B. bassiana y M. anisopliae, respectivamente.

¢ La colonizacion endofitica redujo significativamente la supervivencia de H. quinoa en
comparacion con el testigo. Los tratamientos con M. anisopliae, especialmente
aplicados por semilla, presentaron la mayor mortalidad en larva y pupa, ademas de

reducir la emergencia de los adultos.

e La emergencia de adultos y la longevidad se redujeron en todos los tratamientos con
hongos endofiticos respecto al testigo. Mientras que en el testigo emergio el 90 % con
una longevidad de 15 dias, en los tratamientos con hongos la longevidad disminuyo a
9-10 dias.

e La preferencia de oviposicion de H. quinoa se redujo drasticamente en las plantas
inoculadas. En el testigo se deposité mas del 65 % de los huevos, mientras que en M.
anisopliae semilla apenas un 11,5 %, demostrando que la colonizaciéon endofitica

modifica las sefiales de la planta, disminuyendo su atractivo como hospedero.

¢ En conjunto, los resultados evidencian que la colonizacién endofitica de B. bassiana y
M. anisopliae constituye una opcién prometedora dentro del control biolégico de
insectos plaga en quinua, ya que altera el ciclo de vida, reduce la supervivencia y
disminuye la oviposicion de H. quinoa, contribuyendo a sistemas agricolas mas

sostenibles en el Altiplano.
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6. RECOMENDACIONES

En base a los objetivos, resultados y conclusiones del presente trabajo, se pueden formular

las siguientes recomendaciones:

e Profundizar en estudios de colonizacién endofitica de M. anisopliae en quinua,
evaluando diferentes cepas, métodos de inoculacion y condiciones de campo, dado que

en este trabajo no se logré recuperar colonizacion en tejidos.

o Realizar bioensayos adicionales para determinar si los metabolitos secundarios
producidos por M. anisopliae, como destruxinas, contribuyen a los efectos observados

en la biologia de H. quinoa, aun en ausencia de colonizacién detectable.

e Validar en condiciones de campo los efectos obtenidos en invernadero sobre
supervivencia, ciclo de vida y oviposicion de H. quinoa, con el fin de confirmar la
aplicabilidad practica de los hongos endofiticos en sistemas productivos de quinua del

Altiplano.

e Explorar la integracién de B. bassiana y M. anisopliae como parte del control biolégico
de insectos plaga en quinua, combinando la inoculacién endofitica con otras estrategias
como el uso de variedades resistentes, control cultural y conservacion de enemigos

naturales.

o Evaluar la persistencia de la colonizacion endofitica a lo largo del ciclo fenolégico de la
quinua y su interaccién con factores de estrés abidtico (temperatura, sequia), a fin de

optimizar la eficacia del método de control.

e Probar diferentes dosis de indculo de los hongos para determinar la concentracion

Optima que asegure una colonizacién efectiva y un mayor impacto en la plaga.

o Evaluar el uso de B. bassiana y M. anisopliae en el control de otras plagas de la quinua
de importancia econémica, como Eurysacca quinoae, Copitarsia sp. y Agrotis sp., con

el fin de ampliar su aplicabilidad.
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Anexo 1.

Siembra de las plantas del tratamiento semilla
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Anexo 2. Inoculacion del tratamiento foliar
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Anexo 3. Alimentacion con dieta artificial a las larvas de H. quinoa




Anexo 4. Desinfeccion de la dieta natural
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Anexo 5. Alimentacion con dieta natural a las larvas de H. quinoa

54



Anexo 6. Manejo de larvas de H. quinoa

Anexo 7. Muerte de larvas de H. quinoa
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Anexo 8.

Evaluacion la colonizaciéon endofitica de B. bassiana y M. anisopliae en
plantas de quinua
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Anexo 9. Preferencia de oviposicion de H. quinoa en plantas de quinua inoculadas
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