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RESUMEN 

 

El presente trabajo de investigación tuvo como objetivo la propagación del hongo 

(Metarhizium spp.) en sustrato vegetal (arroz precocido), obtenido del cantón Sigchos 

parroquia Palo Quemado de la Provincia Cotopaxi, del cultivo de caña de azúcar 

(Saccharum officinarum L.). Se realizaron treinta  re - aislamientos del hongo almacenado 

en el laboratorio de la Universidad Técnica de Cotopaxi; posteriormente se realizó la 

inoculación en cincuenta fundas con cierre hermético, con 120gr de sustrato vegetal (arroz  

precocido), con la técnica de corte de cuadrados de 1 cm x 1 cm de la superficie del hongo, 

las fundas inoculadas se incubaron durante tres días sin luz a 25°C, transcurrido este 

tiempo se trasladaron al cuarto crecimiento durante tres días de luz para el desarrollo del 

hongo (Metarhizium spp. ). El secado del sustrato se realizó en bandejas de aluminio, en 

incubación durante tres días a una temperatura de 28° C, permitiendo la evaporación de 

la humedad del sustrato. Para el conteo de conidias por gramo de sustrato, se elaboró una 

solución madre y cinco soluciones seriadas, a partir de la cual la solución 10−3 refleja un 

valor de 4 × 108 conidias por gramo de sustrato vegetal. El empaquetamiento, cierre y 

etiquetado se realizó en fundas con cierre hermético de 10 cm x 18 cm, con un peso de 

20 gr de sustrato. Finalmente, luego de un periodo de seis meses de almacenamiento del 

sustrato, se realizó un nuevo conteo de conidias en la solución 10−3, el cual nos 

proporcionó un valor de 2 × 108 conidias por gramo de sustrato, confirmando la 

prevalencia de conidias en el sustrato elaborado. 

 

 

Palabras clave: Metarhizium spp, Saccharum officinarum L, sustrato vegetal, caña de 

azúcar, Conid 

 

https://www.google.com/search?sca_esv=2add359135117c8e&q=METARHIZIUM&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiUxp6T64yDAxWembAFHY9ACuEQkeECKAB6BAgIEAI
https://www.google.com/search?sca_esv=2add359135117c8e&q=METARHIZIUM&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiUxp6T64yDAxWembAFHY9ACuEQkeECKAB6BAgIEAI


TECHNICAL UNIVERSITY OF COTOPAXI  

AGROPECUARIAS Y RECURSOS NATURALES 

THEME: "PROPAGATION OF METARHIZIUM SPP. IN VEGETABLE 

SUBSTRATE (PRECOOKED RICE) OBTAINED FROM SUGAR CANE 

(SACCHARUM OFFICINARUM) CULTIVATION, IN THE CANTON 

SIGCHOS PARROQUIA PALO QUEMADO OF THE PROVINCE OF 

COTOPAXI, IN THE LABORATORIES OF THE TECHNICAL UNIVERSITY 

OF COTOPAXI 2023-2024"."  

Author:  

Freire Guaman Alison Valeria 

  

ABSTRACT 

The objective of this research work was the propagation of the fungus (Metarhizium spp) 

in vegetable substrate (parboiled rice), obtained from the Sigchos canton, Palo Quemado 

parish, Cotopaxi Province, from the cultivation of sugar cane (Saccharum officinarum 

L.). Thirty re-isolations of the fungus stored in the laboratory of the Technical University 

of Cotopaxi were made; subsequently, inoculation was carried out in fifty hermetically 

sealed bags, with 120 g of vegetable substrate (parboiled rice), using the technique of 

cutting squares of 1 cm x 1 cm of the surface of the fungus, the inoculated bags were 

incubated for three days without light at 25°C, after which time they were transferred to 

the fourth growth room for three days of light for the development of the fungus 

(Metarhizium spp ). The substrate was dried in aluminium trays, incubated for three days 

at a temperature of 28°C, allowing the moisture in the substrate to evaporate. For the 

count of conidia per gram of substrate, a stock solution and five serial solutions were 

prepared, from which the 10^(-3) solution reflects a value of 4×10^8 conidia per gram of 

plant substrate. Packaging, sealing and labelling was carried out in hermetically sealed 

bags of 10 cm x 18 cm, weighing 20 g of substrate. Finally, after a period of six months 

of storage of the substrate, a new count of conidia in the 10^(-3) solution was carried out, 

which gave a value of 2×10^8 conidia per gram of substrate, confirming the prevalence 

of conidia in the substrate prepared. 

  

KEYWORDS: Metarhizium spp, Saccharum officinarum L, Plant substrate, Sugar 

cane, Conidias. 
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2. JUSTIFICACIÓN DEL PROYECTO  

El uso de pesticidas químicos es perjudicial para el medio ambiente, para la salud 

humana y para la economía de los agricultores, por lo que se buscan alternativas a los 

pesticidas químicos para controlar las plagas. Otra forma de controlar químicamente diversas 
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plagas en los cultivos es utilizar hongos entomopatógenos. Ofrece muchos beneficios desde el 

punto de vista económico y medioambiental y es menos tóxico para los agricultores. A 

diferencia del control químico, que utiliza productos químicos comúnmente utilizados por los 

agricultores para controlar las plagas en los cultivos, se puede combinar con otros métodos de 

control como el cultivo y el manejo mixto de plagas. Sin embargo, estos métodos son costosos 

y afectan el medio ambiente y la vida de los agricultores. 

Este proyecto de investigación busca una nueva alternativa mediante el uso de un 

biocontrolador como el Metarhizium spp., que permitan un manejo agroecológico y dar así 

una mejor alternativa del control de diferentes plagas para los agricultores en el Ecuador. 

 

3.  BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACIÓN  

3.1.Beneficiarios directos:  

La Universidad Técnica de Cotopaxi, carrera de Ingeniería Agronómica junto a 

Maquita Cushunchic, trabajan en conjunto para realizar esta investigación y beneficiar a los 

socios de la caña de azúcar, de la zona de Palo Quemado.    

3.2.Beneficiarios indirectos:  

A todos los agricultores de caña de azúcar de cantón Sigchos, cantón Pangua y del 

cantón Quito.    

 

4. PROBLEMÁTICA   

Debido a que el uso de pesticidas químicos es perjudicial para el medio ambiente, la 

salud humana y la economía de los agricultores, se buscan alternativas a los pesticidas 

químicos para el control de plagas. Otro método de control químico de diversas plagas de 

cultivos es el uso de hongos entomopatógenos. Ofrece muchos beneficios económicos y 

ambientales y es menos tóxico para los agricultores. A diferencia del control químico, que 

utiliza productos químicos comúnmente utilizados por los agricultores para controlar las 
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plagas de los cultivos, se puede combinar con otros métodos de control, como la labranza y el 

control mixto de plagas. Sin embargo, estos métodos son costosos y afectan el medio 

ambiente y la vida de los agricultores. (Torres & Capote, 2004).  

En el Cantón Sigchos de la provincia de Cotopaxi el daño causado por la plaga 

salivazo perjudica a los agricultores de la zona, debido a que la plaga succiona la savia de la 

xilema e inyecta ciertas toxinas, produciendo necrosis en el tejido parenquimatoso de la 

planta, al perforar sus partes verdes y succionar sus jugos ocasionando el retraso del 

crecimiento de los tallos, en algunas ocasiones con altos daños hasta llegar a la muerte de las 

plantas. Un problema de contaminación ambiental resulta del uso descontrolado de pesticidas 

químicos, mientras que los hongos entomopatógenos tienen potencial como agentes 

controladores de insectos para las plagas en el sector agrícola. 

Según Sáenz (2015) manifiesta que el salivazo (Mahanarva andigena) es una plaga a 

nivel mundial que causa pérdidas en zonas grandes cultivadas en todo el sector de Sigchos 

con ataques severos en el cultivo de caña, de esta plaga se ha determinado el rendimiento de 

115 T *(ha) bajando hasta los 75 T*(ha).  

El uso de hongos entomopatógenos constituye una estrategia biológica ampliamente 

utilizada dentro del Manejo Integrado de Plagas (MIP). los microorganismos en el suelo son 

corresponsables del suministro de elementos o compuestos inorgánicos nutricionales, 

orientados particularmente hacia las plantas superiores, así como la función específica de 

descomponer y mineralizar la materia orgánica que de una u otra forma se incorpora al suelo 

(Shah et al., 2005).  

  

5.  OBJETIVOS  

5.1. Objetivo General  

Propagar Metarhizium spp. en el sustrato vegetal (Arroz Precocido), obtenido del 

Cantón de Sigchos. 
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5.2.Objetivos específicos  

 

● Determinar el mejor método de propagación de Metarhizium spp.  

 

● Elaborar una guía para la reproducción de conidias de Metarhizium spp. de 

manera artesanal para los productores de caña de azúcar del sector de Sigchos. 

 

● Determina la viabilidad de las cepas Metarhizium spp a los 6 meses. 

 

 

 

 

 

6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS CON RELACIÓN A LOS OBJETIVOS 

PLANTEADOS  

OBJETIVO 1 ACTIVIDAD METODOLOGÍA RESULTADOS 

Determinar el 

mejor método 

de 

propagación 

de 

Metarizium 

spp. 
 

Pesar 1 gramo de 

sustrato más 50 ml de 

agua destilada, agitar 

durante 15 minutos 

 

 

A partir de 3 métodos 

de propagación como, 

suspensión de 1 gramo 

de sustrato, aplicación 

directa de conidias a 

partir de la caja petri y 

corte de la superficie 

de hongo 1 cm x 1 cm  

Sustrato con un 
30% de 
reproducción del 

hongo por funda. 

Aplicación directa de 

conidias a partir de la 

caja petri.  

Sustrato con 10% 
de reproducción 

del hongo por 
funda 

Cuatro cortes de 1 cm x 

1 cm de la superficie del 

hongo. 

Sustrato con una 

reproducción del 
100% del hongo 

por funda. 

OBJETIVO 2 ACTIVIDAD METODOLOGÍA RESULTADOS 

Elaborar y 
socialización de la 
guía de 
producción de 
reproducción de 
conidias de 
Metarhizium spp. 
de manera 

Recopilación de datos 

obtenidos en la 

elaboración de la guía. 

Realización de una 

guía artesanal para la 
propagación del 

hongo, por medio de 
experimentos caseros 

elaborados en los 

laboratorios de la 
Universidad Técnica 

Guía práctica 
para la 

elaboración del 
sustrato de 

Metarhizium spp. 
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artesanal para los 
productores de 
caña de azúcar del 
sector de Sigchos 

de Cotopaxi. 

OBJETIVO 3 ACTIVIDAD METODOLOGÍA RESULTADOS 

Determina la 

viabilidad de 

las cepas 

Metarhizium 

spp. a los 6 

meses. 
 

Conteo de conidias en 

la cámara de 

Neubauer, toma de 

datos de la solución 

103 

Después de 6 meses 

de su elaboración se 
realiza una 

verificación de 

existencia de conidias 
en la funda de 20 g de 

sustrato. 

Obtención del 
número exacto de 

conidias en la 
solución. 

 

7.  FUNDAMENTACIÓN CIENTÍFICO TÉCNICA 

7.1.Microorganismos del suelo  

Dado que el suelo es un sistema dinámico, proporciona un hábitat muy heterogéneo 

para muchos microorganismos como bacterias, hongos, protozoos y animales (Torres & 

Capote, 2004). Según Velázquez et al., 2002. En 1 gramo de suelo viven hasta 10 mil 

millones de microbios, de los cuales menos del 1% puede cultivarse. Las razones por las que 

los microorganismos no crecen en el medio de cultivo son la falta de señales, nutrientes o 

superficies, la cantidad de compuestos inhibidores, la combinación incorrecta de temperatura, 

presión, la creación de gases atmosféricos y la acumulación de productos tóxicos. Enfermedad 

fisiológica con crecimiento lento o rápida dispersión de colonias. (Sinú & Hagström, 2004) 

Los microorganismos son importantes para mantener la función del suelo. Están 

involucrados en funciones clave como la formación del suelo, la descomposición de la 

materia orgánica, la desintoxicación y el ciclo del carbono, nitrógeno, fósforo y azufre (P. 

Garbea, 2004). Además, pueden actuar como supresores de enfermedades de las plantas, 

transmitidas por patógenos del suelo (John W. Doran, 2000).  

Existen muchas interacciones ecológicas entre microorganismos y plantas, como el 

parasitismo, la simbiosis, el mutualismo y la simbiosis (Zhang et al., 2018). Todas estas 

interacciones son de gran interés para los científicos que buscan identificar y comprender las 
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interacciones óptimas que favorecen el crecimiento de las plantas. Este crecimiento puede 

ocurrir debido a dos mecanismos: supresión de cepas microbianas patógenas y aumento de 

nutrientes del suelo. (Jacoby et al., 2017)  

En los ecosistemas, la mayoría de los nutrientes como el nitrógeno, el fósforo y el 

azufre forman parte de la molécula de carbono, lo que limita su disponibilidad. Para acceder a 

estos nutrientes, las plantas dependen de microbios especializados del suelo que degradan 

orgánica y mineralmente los compuestos orgánicos y absorben nutrientes que luego se liberan 

cuando los microbios mueren. (Christopher B. Craft, 1997). Este proceso también incluye 

iones como amoníaco, nitrato, fosfato y sulfato, que son los mejores nutrientes para las 

plantas.. (Bender et al., 2016).  

7.2. Distribución de los microorganismos del suelo  

La ciencia que estudia la distribución de los seres vivos es la biogeografía, que se 

denomina estudio de la distribución de los organismos a través del espacio y el tiempo. El 

objetivo principal es determinar dónde viven los organismos, cuántos organismos hay y los 

factores ambientales que predicen o sustentan su existencia. (Bastan et al., 2009).  

Los estudios de microorganismos, incluidas bacterias, arqueas, virus y hongos, han 

encontrado evidencia de patrones geológicos, algunos de los cuales se asemejan a organismos 

más grandes.(Jennifer B. Hughes Martiny, 2006).  

Los estudios han demostrado que las características específicas se deben a la 

adaptación local, al aislamiento por la distancia o a ambos.(Aguirre-Acosta et al., 2014). Noah 

Fierre & Robert B. Jackson, 2005 mostramos que la diversidad bacteriana no está relacionada 

con la temperatura, la latitud y otras variables que afectan significativamente la diversidad de 

plantas y animales, y que la estructura de la comunidad es independiente de la distancia 

geográfica. Estas investigaciones muestran la complejidad de la distribución de los microbios, 

por lo que no todos los resultados son iguales y dependen del tipo de microbio, ubicación 
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geográfica, condiciones ambientales y vegetación presente. Diversidad de microorganismos 

del suelo  

La diversidad se refiere al tipo y abundancia de especies microbianas. En términos 

biológicos, se puede definir como el número y distribución de diferentes secuencias en el 

ADN (ácido desoxirribonucleico) obtenido de muestras naturales.. (Torva & Vares, 2002). 

Las investigaciones moleculares indican que la diversidad de microorganismos en el suelo es 

mucho más amplia de lo que se puede discernir con técnicas de cultivo. Según (Nicholson y 

Hirsch, 1998), alrededor del 1% de los microorganismos pueden cultivarse con éxito en 

medios de cultivo. 

También se considera beneficiosa la actividad microbiana en los suelos implicada en 

el ciclo del carbono y el nitrógeno, incluidas las interacciones simbióticas con las plantas. Se 

consideran peligrosas las actividades que producen óxidos de nitrógeno, emisiones de metano 

y enfermedades de las plantas (P. C.  Brookes, 2006). La falta de conocimiento sobre el 

microbiota del suelo, la diversidad de la composición del suelo, la abundancia de taxones 

individuales (>106) y la abundancia de células individuales (>109) dificultan el estudio de los 

microorganismos del suelo; Es lo mismo. Comprender estas actividades e interacciones es 

fundamental (Singh et al., 2011).  

7.3. Factores que influyen en la diversidad de microorganismos en el suelo  

Las prácticas de manejo del suelo, como la rotación de cultivos, la labranza, la 

fertilización, el compostaje, la fertilización, el uso de pesticidas y el riego, pueden tener un 

impacto significativo en los parámetros microbianos del suelo (N. C. M. Gomes, 2001). La 

textura, el pH, la capacidad de intercambio iónico y la materia orgánica influyen directamente 

en la provisión de hábitats específicos para microorganismos específicos o afectan la función 

de raíces y brotes (Gelsomino et al., 1999). Esto sugiere que el tipo de suelo es un factor 

importante en la determinación de la microbiota de las raíces (Edwards & Thompson, 1973).  
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Según la información, la fertilidad del suelo, la vegetación y la altitud influyen en la 

abundancia y diversidad de hongos y bacterias (Pablo Cuevas-Reyes, 2003). Descubrieron 

que los suelos con buena fertilidad tenían una mayor diversidad de microorganismos que 

aquellos con baja fertilidad. Además, la aplicación de fertilizantes químicos a suelos ricos en 

materia orgánica aumenta la actividad enzimática de los microorganismos. Sin embargo, si la 

fertilización reduce el pH del suelo por debajo de cierto umbral, puede afectar negativamente 

a los microorganismos (Guísele & Show, 2014)  

Muchas plantas liberan una variedad de compuestos al suelo a través de sus raíces, 

incluidos etileno, azúcares, aminoácidos, ácidos orgánicos, vitaminas, polisacáridos y enzimas 

(Christine M Eisenhauer, 2010), crea un entorno único para los microorganismos que viven en 

la rizosfera, que selecciona para la comunidad microbiana.. (Abawi & Widmer, 2000). Al 

determinar el impacto de la vegetación arbustiva en la vida microbiana (N. Eisenhauer, 2010), 

se determinó que se producen claros cambios estacionales en la composición de los arbustos 4 

años después de la transición de los pastizales a los sitios de prueba. Las comunidades 

microbianas del suelo están influenciadas por la disponibilidad y calidad de la materia 

orgánica. 

Según (Anu Escalonen, 2009), la composición de la comunidad microbiana es 

diferente debido a cambios en las propiedades del suelo que no están elevados ni en la 

vegetación. Sin embargo, (Burns et al., 2013) informaron que la vegetación tiene un efecto 

significativo en la estructura de las comunidades bacterianas y fúngicas en los paisajes de 

Alaska. El aumento de la altitud tiene un efecto negativo sobre los microorganismos, lo que 

significa que a mayores altitudes se produce una menor abundancia y diversidad (Achinero et 

al., 2012). Por ejemplo, la diversidad de comunidades bacterianas en el Himalaya disminuye a 

medida que aumenta la altitud (Nayak et al., 2012). 
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8. Microorganismos Benéficos  

Los microorganismos que ayudan a eliminar plagas del suelo, son capaces de matar 

plagas que dañan los cultivos y ayudan a mantener el equilibrio químico del ecosistema. 

(Christiansen et al., 2007).  

8.1.Aplicación de los Microorganismos Benéficos:  

● Es un componente importante de las enmiendas orgánicas y compost.   

● Es un inoculante de leguminosas para fijar el Nitrógeno.    

● Eliminan insectos y enfermedades de plantas.   

● Ayudan a la incrementación de la calidad y productividad de los cultivos y con 

esto reducen las labores. (Boga et al., 2014)  

8.2. Funciones de los Microorganismos Benéficos  

● Degradación de agroquímicos.   

● Fijación de nitrógeno atmosférico.   

● Degradación de desechos orgánicos.   

● Eliminación de patógenos del suelo y plantas.   

● Incremento de la disponibilidad de nutrientes para las plantas.   

● Solubilización de fuentes de nutrientes insolubles. (Boga et al., 2014)  

8.3. Importancia de los microorganismos benéficos  

Los microorganismos que se encuentran en el suelo son los componentes más grandes 

del suelo y se convierten en la parte viva del suelo y son responsables de los cambios y el 

desarrollo. (Cervantes et al., 1994).  

Las poblaciones microbianas del suelo entran en el marco de interacciones que afectan 

el desarrollo de las plantas y la calidad del suelo, y participan en funciones fundamentales que 

aseguran la estabilidad y productividad de los agroecosistemas y el medio ambiente (Ayala-

Zermeño et al., 2015).  

Los microorganismos del suelo son responsables de las actividades específicas de 

descomposición y mineralización de sustancias orgánicas que han sido introducidas en el 
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suelo de una forma u otra, y proporcionan alimento a los elementos orgánicos, en o 

compuestos, especialmente para las plantas superiores (Shah et al., 2005).  

 

9. Ciclo de vida salivazo (Mahanarva andigena)  

La presencia de insectos está asociada a la época de lluvias, durante la época seca los 

insectos permanecen en estado latente como huevos. Tanto las ninfas como los adultos 

chupan la savia de las plantas, las ninfas se dañan más fácilmente que los adultos y en su 

forma de ninfa pueden debilitar las plantas o incluso volverse amarillas. El peor daño 

proviene de los adultos que chupan la savia de la planta e inyectan toxinas que interfieren con 

la fotosíntesis de la planta (Básica, 2012).  

Los cercópidos muestran un patrón similar de parametabolismo, el ciclo de vida del 

huevo, la ninfa y el adulto del insecto, los juveniles y las ninfas son similares al de los 

adultos.(Cetino, 2008).   

Según (CINCAE, 2004), este insecto presenta tres etapas de desarrollo: huevo, ninfa y 

adulto. En la forma adulta, la saliva es del tamaño de un insecto y difiere entre machos y 

hembras. 

• El macho mide aproximadamente 11 mm de largo y 5 mm de ancho, de coloración 

castaño oscuro o negro con manchas amarillas bien acentuadas sobre las alas 

anteriores a manera de dos bandas transversales, el abdomen y las patas son rojizos.   

• La hembra es ligeramente mayor que el macho (13 mm de largo y 6,5 mm de 

ancho), de color castaño, con las manchas amarillas un poco difusas.  

9.1. Huevos   

De acuerdo (Barroso-tagua, 2017) los huevos recién nacidos son de color blanco y 

amarillo claro con líneas de eclosión oscuras o negras. Tienen forma ovalada o fusiforme y 

miden alrededor de 1,3 mm de largo. El período de incubación es de 19 días, variando de 16 a 

23 días..Ninfas   
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Según (ERCROS, 2014) El período ninfal consta de cinco etapas con una duración 

promedio de cada etapa de 8 a 14 días. El período larvario total es de 51 días, con variaciones 

entre 38 y 65 días. Las larvas jóvenes eclosionan en los cogollos, se alimentan del agua y 

quedan cubiertas por una masa espumosa. Y algunos enemigos naturales. Durante el último 

estadio, las ninfas migran a la vaina vieja del tallo y permanecen allí hasta la edad adulta. Así, 

el ciclo de vida de (Andigena Mahanarva )dura 70 días, con una variación de 57 a 84 días 

desde la fertilización hasta la madurez, lo que indica que puede sufrir muchos cambios cuando 

se le dan las condiciones ambientales adecuadas. Puede ocurrir en varias generaciones a lo 

largo del año. 

9.2.Adultos  

Los adultos descansan sobre las hojas de las plantas durante el día, especialmente las 

que están cerca o en los cogollos. De acuerdo (CINCAE, 2022) Estos últimos son más 

frecuentes cuando la parte superior está clara, en ocasiones se encuentran debajo de cortezas 

viejas o cerca del suelo. En este caso, se trata de un adulto recién surgido o de una hembra que 

se acerca a la fase reproductiva. Las hembras ponen huevos en vainas viejas a lo largo de los 

tallos, especialmente en la base de las cañas, más cerca del suelo, y producen hasta 153 

huevos por temporada de reproducción (de 12 a 37 días). 

9.3.Ingreso de plaga salivazo (Mahanarva andigena)  

Los primeros registros de esta plaga en el cultivo de caña de azúcar datan de 1968 

(Archivos del Ingenio San Carlos). Actualmente se encuentra distribuida irregularmente en el 

país, habiendo sido reportada su presencia en varios sectores de la cuenca baja del Guayas 

(Naranjito, Bucay, Milagro y La Troncal), El Oro (Zaruma y Piñas), Sucumbíos y Pastaza 

(Puyo). Hasta ahora se han identificado dos especies asociadas a la caña de azúcar: 

Mahanarva andigena y Mahanarva trifissa (Balaram Naik, P Karunakar,1 M Jayadev, 2013)   
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9.4.Hábitos y daños.   

Las adultos y ninfas absorben la savia de la planta. Según (Mundial, 2013) Las ninfas 

son menos dañinas que los adultos y pueden hacer que las plantas se debiliten o se pongan 

amarillas durante un corto período de tiempo. Si las ninfas están presentes en las partes aéreas 

de la planta, los tallos infectados mostrarán una masa húmeda y pegajosa de azúcar, que se 

tornará blanca cuando se seque la savia. Las raíces se infectan y contaminan, afectando la 

absorción de agua y nutrientes de la planta. El peor daño proviene de los insectos adultos que 

chupan el agua e inyectan toxinas que alteran la fotosíntesis de la planta. Los primeros 

síntomas son manchas cloróticas o amarillas alrededor del área de la picadura, y luego las 

hojas se secan y se queman. En general, el daño varía según el tipo de aguja, las 

características físicas de la caña y el clima. Además de la serie de daños encontrados en obra, 

también se deben considerar las pérdidas encontradas a nivel de fábrica. Esto significa: se 

reduce el contenido de sacarosa, se aumenta el contenido de fibra, la sacarosa se convierte en 

glucosa y levulosa (Balaram Naik, P Karunakar,1 M Jayadev, 2013)  

9.5.Distribución   

Según (Mundial, 2013), ha reportado a nivel mundial la presencia de Mahanarva 

andigena en los países como México, Bélice, Guatemala, Honduras y Brasil, así como en el 

Ecuador particularmente en la Cuenca Baja del Guayas (Naranjito, Milagro, Bucay), Zaruma, 

Piñas (El Oro), Puyo (Pastaza) y Nanegalito (Pichincha).  

9.6.Temperatura y humedad  

De acuerdo con (Cuaran et al., 2012), La temperatura y la humedad son factores que 

afectan la longevidad de las polillas salivales (Mahanarva andigena). Condiciones de hábitat 

para huevos, ninfas y adultos, temperatura 20-35 °C, humedad 50-80 °C. %)), las condiciones 

climáticas tienen una gran influencia en sus ciclos de vida, debido a que no toleran climas 

templados. 
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El estudio se realizó en la provincia de Pastaza, donde se cultiva caña de azúcar. El 

clima es cálido y húmedo, variando según el nivel climático, la precipitación anual es de 

4.576,14 mm, la humedad media anual es de 88,30%, el promedio de horas de sol al día de 

1.076 horas, la temperatura mínima de 15,25 °C y la temperatura anual promedio de 15,25 °C. 

temperatura de 25ºC. (Valle Ramírez et al., 2015).  

9.7.Daños causados por el salivazo (Mahanarva andigena)  

El salivazo es una de las plagas más importantes de los cultivos de caña de azúcar en 

Estados Unidos y muchos países del Caribe. El primer registro de saliva en azúcar fue en 

1968 en la Azucreira de San Carlos. En los últimos años esta plaga ha aumentado 

significativamente afectando 2000 hectáreas en diferentes puntos del estado de Guayas ,Cañar 

,Pichincha  (Mora, 2000).  

La malas prácticas fitosanitarias y la falta de conocimientos técnicos son evidentes en 

el cultivo de la caña de azúcar, y los pequeños agricultores no prestan mucha atención al 

control de plagas y subestiman su impacto en el proceso de elaboración del azúcar y sus 

productos, especialmente la panela. es un problema y azucar. (Rafael et al., 2016).    

Hasta un 40-60% de las enfermedades de las glándulas salivales afectan a los 

productores de caña de azúcar de la región, debido a la búsqueda de nuevas formas de 

controlar la plaga sin contaminar el medio ambiente y la salud humana (Coeto, 2015)  

10. Microorganismos Benéficos  

Los microorganismos que ayudan a eliminar plagas del suelo, son capaces de matar 

plagas que dañan los cultivos y ayudan a mantener el equilibrio químico del ecosistema 

(Kristiansen et al., 2007). 

10.1. Aplicación de los Microorganismos Benéficos:  

• Ayudan a la incrementación de la calidad y productividad de los cultivos y con 

esto reducen las labores 

• Es un componente importante de las enmiendas orgánicas y compost.   
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• Eliminan insectos y enfermedades de plantas.  .  

• Es un inoculante de leguminosas para fijar el Nitrógeno.    

• (Boga et al., 2014) 

10.2. Funciones de los Microorganismos Benéficos  

• . Eliminación de patógenos del suelo y plantas.   

•  Incremento de la disponibilidad de nutrientes para las plantas.   

• Degradación de desechos orgánicos.   

• Solubilización de fuentes de nutrientes insolubles 

• Fijación de nitrógeno atmosférico.   

• Degradación de agroquímicos. (Boga et al., 2014)  

10.3. La importancia de los microorganismos benéficos  

 La mayor parte del suelo está conformado por microorganismos y son responsables 

del cambio y desarrollo de este. (Cervantes et al., 1994).   

Las poblaciones microbianas del suelo entran en el marco de interacciones que afectan 

el desarrollo de las plantas y la calidad del suelo, y participan en funciones fundamentales que 

aseguran la estabilidad y productividad de los agroecosistemas y el medio ambiente (Ayala-

Zermeño et al., 2015).  

Los microorganismos del suelo son responsables de las actividades específicas de 

descomposición y mineralización de sustancias orgánicas que han sido introducidas en el 

suelo de una forma u otra, y proporcionan alimento a los elementos orgánicos, en o 

compuestos, especialmente para las plantas superiores (Shah et al., 2005).  

11. Ecología de Metarhizium spp. 

Metarhizium spp es un hongo del suelo que consta de varios genotipos distribuidos en 

todo el mundo, desde el Ártico hasta los trópicos. Actualmente no existe ningún registro 

conocido que asocie al Metarhizium spp como un hongo aéreo (Zimmermann, 2007). 
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 Se han desarrollado métodos para el estudio de la distribución y la densidad. Para la 

"recolección de hongos" o el análisis cualitativo del suelo se utiliza el "método de cebo de 

laboratorio" (Zimmermann, 1993). Las larvas de gusanos son susceptibles a las enfermedades 

fúngicas, por lo que se utilizan como cebo para insectos colocándolas en muestras de suelo 

Muchos factores bióticos y abióticos influyen en la capacidad de los hongos 

entomopatógenos para infectar a sus huéspedes y persistir en el medio ambiente. Estos 

incluyen enemigos potenciales, comportamiento, apariencia física y edad del huésped ,vida y 

edad del patógeno; Secado solar, temperatura, humedad y presencia de pesticidas, bandeja de 

inóculo (Butt et al., 1994)  

El establecimiento y la persistencia de Metarhizium spp son esenciales para el manejo 

exitoso del agente. Esto y la capacidad de estar activo en el medio ambiente pueden definirse 

como fortalezas ambientales (Noah Fierer y Robert B. Jackson, 2005). Los suelos parecen ser 

sitios ideales para la aplicación de inóculos fúngicos, pero son un tema muy complejo con 

composición mineral, textura y estructura variables y presentan un entorno altamente 

competitivo (Keller et al., 2003).   

Este hongo se utiliza no solo para plagas, sino también para evaluar efectos no 

deseados y preparar una evaluación de riesgos al aplicar plagas de hongos. Se sabe que 

Metarhizium spp infecta una amplia variedad de insectos de diferentes órdenes, por lo que se 

debe prestar atención al nivel del filo. 

 

La mayoría de los insectos del género Metarhizium pertenecen al orden Coleoptera, 

particularmente en los insectos terrestres. Algunas cepas y genotipos son más restrictivos 

(Ferrón, 1978). Jaronski y Jackson (2008) informaron que estos aislamientos son altamente 

específicos en condiciones de campo a diferencia con estudios de laboratorio. Las cepas de 

hongos entomopatógenos difieren en virulencia, persistencia, rango de huéspedes y otros 
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criterios como temperatura óptima, resistencia a los rayos UV y capacidad de crecer y brotar. 

y la capacidad de producir esporas. 

En general, especies específicas muestran un alto nivel de especificidad por las 

especies de las que se separan (Lace et al., 1995). Se cree que las interacciones entre plagas y 

patógenos son parte de un proceso adaptativo a largo plazo. (Noah Fierer & Robert B. 

Jackson, 2005).   

La mayoría de estos estudios se realizaron en el laboratorio exponiendo insectos a un inóculo 

fúngico definido (susceptibilidad fisiológica) (Inglis et al., 2008). Sin embargo, para 

aplicaciones de campo, la sensibilidad ecológica y la resolución son esenciales para obtener 

resultados de calidad. 

Zimmermann, (2007) Llegó a la conclusión de que, sobre la base de los conocimientos actuales 

Metarhizium spp se considera seguro, con riesgos mínimos para los vertebrados, los seres 

humanos y el medio ambiente.   

 

12. La clasificación de la taxonómica de Metarhizium spp  

 Metarhizium spp es un hongo entomopatógeno incompleto de la clasificación de 

Ascomycota, Sordariomycetes, Hypocreales y Clavicipitaceae, caracterizado por la 

reproducción femenina atacando a varias especies de insectos, incluida la saliva nativa de 

Mahanarva.(Gaitán, 2018).  

• Reino…………Fungi   

• División……...Ascomycota   

• Clase…………Sordariomycetes   

• Orden………...Hypocreales   

• Familia………Clavicipitaceae   

• Subfamilia……Tillandsioideae   

• Género………Metarhizium.   
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Clasificación taxonómica del Metarhizium spp, (Saputri, 2016).   

12.1.  Donde se encuentra el hongo Metarhizium spp  

El hongo Metarhizium spp está ampliamente distribuido en el medio ambiente y puede 

encontrarse en el suelo, la paja, el estiércol, las plantas y los insectos. Este hongo es uno de 

los cinco primeros microorganismos utilizados en control biológico y es uno de los más 

extendidos a nivel mundial. (Monzón, 2016).  

12.2. Plagas que ataca el hongo Metarhizium spp  

Las especies de Metarhizium spp de diversos órdenes atacan a más de 300 especies de 

insectos. Entre las plagas afectadas por este hongo se encuentra la caña de azúcar 

(Aeneolamia). Los insectos asesinados por este hongo quedan completamente cubiertos de 

micelio. El micelio es blanco al principio, pero se vuelve verde cuando el moho forma 

esporas. (Gonzales et al., 2012).  

Tabla 1: Plagas de importancia económica controladas con el hongo Metarhizium spp 

  

Fuente : (Pacheco et al., 2019).  

12.3. Características del hongo Metarhizium spp  

Todas las colonias están unidas al medio, son de forma redonda y todas de color verde. 

esto sucede en un color separado.Las conidias son ramificadas, con 2 a 3 ramas por septo, de 

4 a 14 μm de largo y de 1,5 a 2,5 μm de ancho (Gaitán, 2018).Los pilides tienen forma de 
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maza, son cilíndricos y se estrechan en el ápice. Pueden medir de 6 a 13 μm de longitud y de 

2 a 4 μm de diámetro. Por lo general, se incluyen conidios que miden de 3 a 9 μm de longitud 

y de 1,5 a 3,5 μm de diámetro y diámetro. La humedad y temperatura son importantes para la 

infección del hongo  y la formación de esporas en presencia de sustancias extrañas. La 

germinación se produce después de 12 horas a una temperatura de 23-30 °C y una humedad 

del 90 % o más. (Valencia et al., 2011).  

 

Figura 1: Cultivo del hongo Metarhizium spp. 

Elaborado por: Freire A.(2023) 

 

12.4.  Mecanismos de acción del hongo Metarhizium spp  

Para que los hongos entomopatógenos se desarrollen en el huésped, realizan los 

siguientes pasos: reproducción, construcción de un agujero, formación de estructuras internas, 

colonización y reproducción. El inóculo, o unidad infecciosa, incluye estructuras 

reproductivas y reproductoras, es decir, esporas y conidias (Islas, 2015). Este proceso 

comienza cuando la espora se adhiere a la piel del insecto, produciendo un tubo germinal y un 

tubo adicional que sujeta las tijeras en su lugar para facilitar la penetración en el insecto.  
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12.5.  En la penetración participan dos mecanismos:   

El primero es el cuerpo, que destruye el músculo, la zona de la membrana de la 

cutícula. El segundo mecanismo químico es la acción de enzimas (proteasas, lipasas y 

quitinasas) que degradan el tejido en el punto de penetración.orte. (Mejía, 2016).   

Las hifas se expanden y ramifican en el tejido del insecto, ocupando todo el cuerpo del 

insecto (Bustillo y Castro, 2011).El hongo Metarhizium spp tiene las siguientes 

características.Cuando se cultiva en un medio PDA, esta especie muestra micelios con bordes 

blancos y los grupos de conidios cambian de color. 

Muestra un aspecto que varía del verde oliva al verde amarillento, miel o amarillo 

pálido, con una extensión amarillenta en el centro del molde. 

• Su aspecto es algodonoso.  

• Su reproducción es asexual.   

•  Es un bio controlador de diferentes cultivos (Quesada-Béjar, 2020). 

12.6. Modo de Acción de Metarhizium spp 

Este hongo se adhiere a la piel del insecto y entra por sus partes blandas, por la boca. 

Una vez que se encuentran en un insecto, las esporas crecen y producen una toxina que mata 

al huésped cada 3 o 4 días.Los síntomas que presentan los insectos incluyen irritabilidad, 

inquietud y parálisis. Dependiendo de las condiciones de humedad, el ciclo comienza 

nuevamente, el insecto se cubre de micelio y produce esporas, que son transportadas por el 

viento y la lluvia, infectando a otros insectos (Quesada-Béjar, 2020).  

12.7. Especies sensibles al Hongo Metarhizium spp  

Metarhizium spp es un hongo entomopatógeno capaz de matar insectos como trips, 

ácaros y babosas. Este tipo de hongo tiene un gran potencial en sistemas para eliminar 

insectos resistentes a pesticidas comunes. Este tipo de seta se puede utilizar en agricultura y 
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cultivo convencional. Puede utilizarse con insecticidas sistémicos, herbicidas y fertilizantes 

foliares. (Kristiansen et al., 2007). 

13. Recolección de muestras en el campo  

Para obtener cepas de entomopatógenos, la recolección se realiza a partir de campos 

de insectos infectados que presentan signos o síntomas del patógeno a aislar (micelio o 

esporulación). Estos insectos se transportan individualmente al laboratorio en contenedores, 

cajas o bolsas de plástico. Aquí, la muestra se sumerge en una solución de hipoclorito de 

sodio (NaClO) al 0,5% durante 2 minutos y se lava tres veces con agua desionizada (DE) para 

su desinfección. Luego colóquelo sobre papel de filtro esterilizado para eliminar el exceso de 

humedad. Luego de esterilizar la muestra, la muestra inoculada se coloca en una placa de Petri 

colocada en una cámara húmeda con papel de filtro, hisopos humedecidos y dos portaobjetos 

colocados en forma de cruz. 

Figura 2: Captura de insectos con conidias de Metarhizium spp 

 

   

Fuente : (Alcantara-Vargas et al., 2020)  
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14. Aislamiento  

Para el aislamiento, los insectos se recolectan en una cámara húmeda que muestra la 

consistencia de la esporulación y la ausencia de contaminación. Esta separación se puede 

realizar de dos formas. En el primer caso, se extraen los conidios del cuerpo del insecto y se 

colocan en una botella para preparar una suspensión. A partir de esta suspensión, la siembra 

se realiza utilizando asas de platino en el medio de cultivo (Burns et al., 2013)  

 En otros casos, los conidios del insecto se eliminan mediante asas de platino y se 

esparcen por el medio de cultivo mediante la técnica fluorescente. La separación se realiza en 

placas de Petri o tubos de ensayo que contienen PDA (patata, dextrosa, agar) y extracto de 

levadura. Agregue una gota de ácido láctico al medio de cultivo en cada placa de Petri o tubo 

de ensayo para evitar el crecimiento bacteriano. Las cajas de Petri se sellaron con Parafilm y 

los tubos de ensayo se sellaron con algodón y papel de aluminio. Luego se coloca en una 

incubadora a 27°C con luz constante (AlcantaraVargas et al., 2020, 2020; Tupe et al., 2017)  

Figura 3: Insecto cubierto de micelio de Metarhizium spp 

 

Fuente : (Benjamin et al., 2002) 

Figura 4: Aislamientos de Metarhizium spp  en la caja Petri   

 

 

 

 

Fuente :  (Benjamin et al., 2002) 
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Figura 5: Aislamientos de Metarhizium spp en tubo de ensayo 

 

 

 

 

Fuente :  (Benjamin et al., 2002) 

El cultivo se realiza para aislar o cultivar hongos para uso inmediato o para 

supervivencia a corto plazo. La siembra y aislamiento de cultivos puros implica permitir que 

el hongo seleccionado crezca en condiciones que favorezcan el desarrollo y la formación de 

esporas (Alcantara-Vargas et al., 2020)  

Para ello, deberás verter el medio de cultivo, enfriarlo, fermentarlo y vaciar las setas 

que planeas plantar. Se puede realizar mediante punto simple o punto continuo con aguja o 

ganchillo. Para la siembra se utilizan platos, tubos y recipientes. (Amerasan et al., 2016)  

Después de la siembra se sellan los platos, tubos y recipientes, se colocan los dátiles y 

se incuban el tiempo necesario hasta que crece el moho y se forma la flor.Las conidias se 

cultivan en medio de agar papa-dextrosa (PDA) en placas de Petri (9,0 × 1,5 cm) durante 10 a 

12 días en una cámara de crecimiento de DBO. Temperatura 26°C, HR > 60%, ajuste 12 

horas. (Alcántara-Vargas et al., 2020). 

Colonia de Metarhizium spp en caja Petri con medio PDA a los 10 días de incubación 

a 26 °C  por 12 h de foto fase. (Alcantara-Vargas et al., 2020) 
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Figura 6: Placa petri con conidias de Metarhizium spp 

 

 
Elaborado por: Freire A.(2023) 

15. Protocolo de replicación.  

Se elaboro mediante la búsqueda de información una guía  sencilla para replicar en 

laboratorio de la Universidad Técnica de Cotopaxi  

15.1. Reactivación  

Es necesario mantener la patogenicidad y virulencia de este organismo mediante su 

reintroducción dos veces al año, comenzando con cepas seleccionadas, ya sean autóctonas o 

introducidas.El método de ataque es liberar la superficie del hongo con la curva de plantación. 

Luego se raspa la superficie del PDA, se inyecta en una placa de Petri y se expone a la 

humedad y a los alimentos hasta que crece el moho. Después de eso, colóquelo sobre papel de 

filtro para eliminar el exceso de humedad y transfiéralo a una sala de crecimiento o 

incubadora a 25°C y plena luz durante 15 días. Durante este periodo se completa el desarrollo 

del hongo y se controla completamente la formación de la espora. (Dimbi et al., 2003)  

Una vez que los hongos han formado esporas y permanecen en la incubadora, se retira 

el parásito de la placa de Petri para reducir la humedad de la colonia y mejorar el intercambio 

de aire. Puedes guardar esta caja en el frigorífico (entre 4 y 8 °C) hasta por seis meses. 

(Benjamin et al., 2002)  
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15.2. Preparación de matrices  

Si el hongo forma esporas y permanece en la incubadora, se retiran los restos de la 

caja de Petri para reducir la humedad de la colonia y mejorar el intercambio de aire. Esta caja 

se puede conservar en el frigorífico (4-8°C) hasta por seis meses. (Dimbi et al., 2013; Ferron, 

1978)  

Figura 7: Medios de preparación   

    

   

Producción de inóculo en la caja petri.  Matrices sólidas para producción de 
Metarhizium spp 

 

Fuente :  (Alcantara-Vargas et al., 2020)  

 

16. Preparación del sustrato  

Para la preparación del sustrato de hongo se utiliza arroz precocido, se coloca arroz en 

una olla en ebullición, durante 2 minutos , el arroz debe romperse con facilidad, 

posteriormente se debe cernir, para eliminar el exceso de la humedad y enfriarlo. 

Se puede colocar en embaces de vidrio o de aluminio, se esteriliza en el auto clave a 

121°C durante 30 minutos. (Chelvi et al., 2011)  

16.1. Inoculación del sustrato con una suspensión de esporas 

Las fundas son inoculadas con una suspensión de esporas resultadas a partir de la 

matriz (inóculo madre)”de 50 ml más el contenido de una caja Petri inoculada, con una 
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agitación de 15 a 20 minutos formando una mezcla homogénea, cernir antes de aplicar en 

cada bolsa, las cuales deben ser inoculadas utilizar una jeringa previamente esterilizada 

Granda (2006, pág. 20). 

Durante un periodo de 7 días las bolsas fueron  incubadas a una temperatura de 25°C , 

las mismas que fueron revisadas de manera periódica para la identificación de las fundas 

libres de contaminación.(Granda, 2006, pág. 21). 

Figura 8: Suspensión de esporas 

 

Elaborado por: Freire A.(2023) 

Figura 9: Suspensión cernida 

 

Elaborado por: Freire A.(2023) 

Figura 10: Inoculación del sustrato. 
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Elaborado por: Freire A (2023) 

16.2. Inoculación del sustrato matriz sólida 

A partir de cada matriz sólida se prepara 1cm *1cm de superficie del hongo, 5 ml de 

agua destilada con 5 gr de azúcar. 

 

Figura 11: Inoculación del sustrato con una matriz sólida  

 

Elaborado por: Freire A (2023) 

Las fundas inoculadas se trasladan a la incubadora durante 3 días sin luz a 25 ° C, 

posterior movilización a el cuarto de crecimiento, donde reciben una fase de luz a una 

temperatura de 26 a 28 °C. En el tercer día se da movimiento al contenido de las fundas 

logrando una buena esporulación y un crecimiento uniforme. Trascurrido 10 días el sustrato 

se mueve a el cuarto de secado. (Barajas et al., 2010)  

Figura 12: Arroz inoculado con cepa de Metarhizium spp 
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Elaborado por: Freire A.(2023) 

16.3. Inoculación directa de conidias a partir de la caja petri 

La inoculación directa debe ser obtenida de conidias de un cultivo fresco en 

esporulación, agregándole agua destilada. Con el asa de siembre se debe remover el micelio 

para que se mezcle con el agua. Agitar enérgicamente para su homogeneización (Cañedo V., 

Ames T. 2004). 

Figura 13: Inoculación directa del sustrato 

 

Elaborado por: Freire A.(2023) 

 

17.  Secado del producto  

El sustrato proveniente del cuarto de secado que estaba a una temperatura no mayor a 

28°C, se debe traspasar aun cuarto que tenga acondicionador de aire, lo cual ayuda al secado 
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del sustrato. El sustrato es depositado en bandejas de aluminio para ser aplicado de manera 

directa al campo o ser conservado a temperatura ambiente, permaneciendo de manera viable 

durante 6 meses. 

 

18.  HIPÓTESIS.  

18.1. Hipótesis nula.  

Matarhizium spp no se reproduce en sustrato de arroz precocido bajo condiciones de 

laboratorio. 

18.2. Hipótesis alternativa.  

Eficaz reproducción del Metarhizium spp en el sustrato de arroz precocido, bajo 

condiciones de laboratorio. 

 

19. METODOLOGÍA Y DISEÑO EXPERIMENTAL.  

19.1. Tipos de investigación  

19.2. Investigación bibliográfica.  

Consiste en la recopilación de material bibliográfico, existen como artículos 

científicos, libros, tesis, documentos, entre otros con respecto al tema de estudio sobre agentes 

biocontroladores, se analizó y destacó lo más importante para la construcción de nuevos 

conocimientos para el desarrollo del documento del proyecto de investigación.  

20. Métodos de Investigación 

20.1.   Cualitativo  

Se utilizaron las claves taxonómicas de los hongos para la identificación de los agentes 

patógenos al utilizar el microscopio observando la morfología del hongo fitopatógeno. 

21. Técnicas de Investigación  

Observación directa  

Crecimiento de Metarhizium spp en cada funda de arroz precocido 
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22. METODOLOGÍA 

22.1. Ubicación de la investigación. 

La presente investigación se desarrolló en el laboratorio de microbiología de la 

Universidad Técnica de Cotopaxi campus Salache, en el cantón Latacunga, al suroeste de la 

cabecera cantonal, en el km 7,53  junto a la E35 de la carretera que va vía Salache la cual está 

ubicado a una altura de 2,870 msnm (GPS, 2020). 

Figura 14: Universidad Técnica de Cotopaxi 

 

Fuente :  (Gooogle maps, 2023) 

 

 

 

22.2. Materiales, reactivos y equipos 

Tabla 2:  Materiales reactivos y equipos. 

Materiales  Cantidades  Equipos  Cantidades  Reactivos  Unidades  
Caja Petri 40 unidades  Autoclave 1 unidad  PDA(Hongos)  
Estuche de 
disección  

1 unidad  Balanza 
analítica  

1 unidad  Alcohol al 96 
%  

15 lts 

Fundas de 
cierre 
hermético  

100 unidades  Agitador 
de 
mezclas 

1 unidad  Cloro  10 lts 

Arroz 
precocido 

7500gr  
16,53 lb 

Incubador
a  

1 unidad  Agua destilada  5000 ml  

Azúcar  453,59gr 
1 lb 

Cámara de 
flujo 
laminar  

1 unidad  
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Papel 
aluminio  

4 rollos  Cámara de 
Neubauer 

1 unidad  

Mechero  1 unidad  
Jeringuilla de 
10 ml  

4 unidades 

Guantes 
quirúrgicos  

50 unidades 

Rotulador  2 unidades 
Colador  1 unidad  
Micropipetas  10 unidades 
Tubos de 
ensayo  

5 unidades  

Gotero  1 unidad  
Papel film 30 metro

s  

 

Elaborado por Alison Freire 2023 

22.3.  PROTOCOLO DE PROPAGACIÓN   

22.3.1. Crecimiento del hongo Metarhizium  

Dos días después de la inoculación del hongo, la colonización del 50% de la placa de 

Petri dio como resultado la formación de colonias con una apariencia filiforme blanca, los 

hongos más pequeños en el primer crecimiento de la placa de Petri. 

Las colonias se expandieron al 100% por toda la caja de petri y fueron de color blanco 

tornándose verde claro en el medio de la caja de petri (García-Gutiérrez et al., 2020), y las 

semillas que mostraron son: Al inicio del desarrollo, Las La colonia es blanca, que se 

convierte en un polvo verde durante el crecimiento micelial. 

En esta etapa, todas las colonias son verdes. En otras palabras, el color cambiará 

gradualmente a medida que se acerque a la etapa de formación de esporas. 

Figura 15: Caja Petri con el 50% colonización de Hongo Metarhizium spp 
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Elaborado por: Freire A.(2023) 

Después de 7 días de crecimiento, todas las colonias se volvieron verdes y 

(Raymundo-Jiménez et al., 2019) informaron que la apariencia permaneció parecida a la del 

algodón y formó una semilla verde cerca de la zona madura. El comienzo de la fase de 

esporulación muestra hifas y conidias suaves e interconectadas que varían en tonos desde el 

verde oliva hasta el verde claro.Como se reporta en (Torres de la C. et al., 2013), la cepa 

aislada mostró inicialmente colonias blancas, que se tornaron de color verde oliva al madurar, 

colonias blandas o con forma de matraz. Conidios agresivos. Los conidios ovoides a 

cilíndricos de 5-9 µm de largo, dispuestos en cadenas paralelas apretadas, son todos de color 

verde oliva y confirman que los hongos aislados de las muestras recolectadas son 

Metarhizium spp. 

 

 

 

 

 

Figura 16: Caja Petri a los 7 días de colonización del hongo Metarhizium spp. 
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Elaborado por: Freire A.(2023) 

 

22.3.1. Re-aislamientos del Hongo almacenado en el laboratorio de Microbiología 

La purificacion es la recolección de la parte en crecimiento del hongo identificado, lo 

que se denomina limpieza con la punta de crecimiento y limpieza con el método de vacío. 

Plante una capa o naranja del hongo que se usará inmediatamente o se almacenará por un 

corto período de tiempo. 

 La siembra y el aislamiento en cultivo puro implican permitir que el hongo 

seleccionado crezca en condiciones que favorezcan el desarrollo y la formación de 

esporas.Para ello verterlo de la forma habitual, dejar enfriar y fermentar y añadir una pizca de 

setas antes de sembrar. Se puede realizar mediante punto simple o punto continuo con aguja o 

ganchillo. Básicamente, los platos se utilizan para sembrar. 

Después de la siembra, selle el plato, colóquelo al sol y déjelo en remojo durante el 

tiempo necesario para que el hongo se desarrolle y produzca flores.Las conidias se cultivan en 

medio de agar papa-dextrosa (PDA) en placas de Petri (9,0 × 1,5 cm) durante 10 a 12 días en 

una cámara de crecimiento de DBO. Temperatura 26 °C, HR > 60%, ajuste 12 horas. 

 

 

 

 

Figura 17: Re-aislamiento del Metarhizium spp en PDA 
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Elaborado por: Freire A.(2023) 

Figura 18: Incubación de Metarhizium en equipo Rebelk modelo R1-50, a 28 ºC por un 

período de 7 días. 

  

Elaborado por: Freire A.(2023) 

22.4. Proceso de producción del sustrato  

El 94% del arroz es principalmente almidón. Contiene un 77,4% de hidratos de 

carbono, un 7,5% de proteínas y un 1,9% de lípidos. (Noboa & Quelal, 2014). 

Para la esporulación y viabilidad, se debe realizar en un sustrato que tenga alto 

contenido de humedad , proteínas y un porcentaje intermedio de fibra (Aceves, 2008, pág. 

187). 

Para la producción masiva de la masa se utiliza arroz precocido (7500 g), mediante 

este dispositivo se coloca el arroz en una olla con agua hirviendo durante 2 minutos. 
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El arroz tiene una textura masticable y se rompe fácilmente. Luego transfiera el arroz a 

un colador para eliminar la humedad y enfríe. 

Figura 19: Olla de cocina en estado de ebullición con 1000 ml de agua por libra de arroz 

 

Elaborado por: Freire A.(2023) 

El arroz precocido se coloca fundas de polipropileno, botellas de vidrio o bandejas de 

aluminio.  En este caso se utilizará secciones de aluminio de 20 cm * 30cm con capacidad 

para 150 g de arroz preco 

Figura 20: Arroz previamente escurrido sobre una superficie estéril 

 

Elaborado por: Freire A.(2023) 

Previamente con guantes quirúrgicos, se envuelve el arroz de manera que no quede 

visible, una vez que este así se esteriliza durante 20 minutos a 121 °C. Después de ser 

esterilizado, se traslada a la cámara de flujo para su enfriamiento. Posteriormente se traslada 
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el arroz a fundas con cello hermético. (Guía de laboratorio de microbiología Universidad 

Técnica de Cotopaxi) 

Figura 21: Estetización en el auto clave Tuttnauer, del sustrato en la autoclave durante 20 

minutos. 

 

 

Elaborado por: Freire A.(2023) 

Figura 22: Preparación de sustrato de arroz colocado en fundas con cierre hermético y 

colocamos 15 ml solución de azúcar. (azúcar más agua destilada) por funda 

 

Elaborado por: Freire A.(2023) 
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Figura 23: Inocular el sustrato aplicando directamente 4 pedazos de 1 cm * 1 cm de 

Metarhizium, cerramos dejando un espacio de oxígeno, mezcle de manera que se dé una 

mescla homogénea. 

 

Elaborado por: Freire A(2023) 

Figura 24: Incubación del sustrato con una temperatura de 28°C. 

 

 

 

Elaborado por: Freire A. (2023) 
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Figura 25: Trasladar el sustrato con el hongo reproducido al cuarto de crecimiento 

 

Elaborado por: Freire A.(2023) 

22.5. SECADO DEL SUSTRATO 

El sustrato del cuarto de crecimiento se debe colocar en la incubadora a una 

temperatura de 28°C, con baja humedad y sin luz. El material se esparce en bandejas de 

aluminio de 10x10 manteniéndose por 3 días, hasta que el contenido de humedad descienda al 

12 ó 14%. En estas condiciones el material es enfundado en recipientes de 150 gr , se puede 

aplicar de manera directa en campo o guardar a temperatura ambiente durante 6 mese.  

Figura 26: Secado del sustrato en la incubadora a 28 °C, en 3 días 

 

Elaborado por: Freire A.(2023)  
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23. ANÁLISIS E INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS 

23.1.  PRUEBA DE VIABILIDAD DE CONIDIAS EN EL SUSTRATO 

23.1.1.1. Concentración de Conidias 

a) Para el conteo de conidias se pesa  1 gr de sustrato, se procede a poner 50 ml de agua 

destila en un vaso de precipitación, se coloca 1 gr de sustrato y utilizamos un agitador 

para tener una mezcla homogénea, transcurrido 15 minutos colamos la solución y la 

vertemos en 50 ml más de agua destilada para si obtener la solución madre. 

Figura 27: Vaso de precipitación con la solución madre, agitado en Stabletemp 

 

Elaborado por: Freire A.(2024) 

Figura 28: Probetas con 50 ml de solución agitada y probeta con 100 ml de solución 

madre. 

 

Elaborado por: Freire A.(2023) 
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b) Colocamos en 5 tubos de ensayo 9 ml de agua destilada y procedemos a tomar 1 ml de 

la muestra madre, vertemos la misma en el primer tubo de ensayo y hacemos este paso 

en forma consecutiva como se muestra en la imagen.  

Figura 29: Disoluciones seriadas 

. 

 

Fuente :  (Santos, 2022, p. 45). 

 

Figura 30: Distribución de 1 ml de sustrato de forma seriada en 5 tubos de ensayo o 5 

soluciones.  

 

 

Elaborado por:  Freire A.(2023) 
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c) Se contaron conidias en cinco áreas de la cámara de Neubauer (cuatro en las esquinas y 

una en el medio). Se debe utilizar la siguiente fórmula para obtener el valor total de 

conidios observados. 

 

 

 

 

Figura 31: Cámara Neubabuer  

 

Fuente : (santos,2022, p.34) 

Figura 32: Observación de conidias en la solución –3 en la cámara de Neubauer a través 

del microscopio. 

 

Elaborado por: Freire A.(2023) 

 

 

 

 

46 × 10.000 × 10 × 10 × 10 = 4 × 108 

Fuente (santos,2022, p.34) 
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23.1.2. Valor de conidias de Metarhizium spp por gramo de sustrato 

Tabla 3: Número de conidias por gramo de sustrato 

Soluciones N° Conidias primer contero  N° Conidias segundo conteo (6 meses) 

Tercera 

solución 103 

46 × 10.000 × 10 × 10 × 1 = 4 × 108 

 

19 × 10.000 × 10 × 10 × 10 =  2 × 108 

 

Elaborado por: Freire A. (2023) 

El sustrato se puede almacenara temperatura ambiente dura uno o seis meses, sin que 

se pierda la viabilidad, no se debe exponerlo a la luz directa ni a la humedad. Según Granda 

(2006, pág. 30) 

El almacenamiento por mayor a 6 meses se tiene que hacerse en refrigeración a una 

temperatura aproximada de 4oC.  

Las evaluaciones de rendimiento (conidias por gramo de polvo y viabilidad) se deben 

realizar al momento del secado y antes de 1 año de su almacenamiento (Granda, 2006, pág. 

31). 

A partir del conteo de conidias en el empaquetado se obtuvo un valor de 4 × 108 , en 

el segundo conteo se obtuvo un valor de 2 × 108 dando como resultado la comprobación de 

permanecía de conidias en el sustrato guardado 6 meses. 

Según (Keller et al., 2003), puede producirse mediante un proceso de dos etapas 

utilizando medios sólidos de arroz, produciendo productos que contienen alto contenido de 

conidias en un tiempo más corto que el requerido por los métodos convencionales basados en 

materiales sólidos. Los resultados contribuirán a futuros métodos de producción y producción 

en masa de esta onda de radio. 
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Figura 33: Enfundado del producto final 

 
Elaborado por: Freire A.(2023) 

 

23.2. Elaboración y socialización de la Guía de propagación de Metarhizium 

spp. 

 

Las pautas de laboratorio o procedimientos operativos estándar son un conjunto de 

instrucciones a seguir al realizar experimentos. Este es un plan para repetir resultados 

favorables de las pruebas. Los laboratorios de investigación requieren muchos protocolos de 

seguridad para operar equipos analíticos y desarrollar soluciones con errores mínimos. 

(Stanley 2014, pág. 1) 

La guía de propagación debe ser enfocada en un tipo de ensayo. Para que el agricultor 

sepa el producto a obtener si sigue los pasos planteados, por ello cualquier terminología debe 

ser explicada para mejor comprensión del agricultor. 

Figura 34: Socialización de aplicación del Sustrato con Metarhizium spp 

 

Elaborado por: Freire A(2023) 
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Figura 35: Entrega de la guía de propagación. 

 

Elaborado por: Freire A.(2023) 

Figura 36: Entrega de las fundas de sustrato.  

 

Elaborado por: Freire A.(2023)  

 

 

24. IMPACTOS (TÉCNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES, ECONÓMICOS).  

Los impactos generados en los ámbitos técnicos, sociales, ambientales y económicos 

son los siguientes:  

24.1. Impactos Técnicos  

El desarrollo de este proyecto marca un impacto técnico en cuestión del proceso, de 

industrialización de producción de Metarhizium spp en sustrato vegetal. 
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24.2. 11.2 Impactos Sociales.  

Tiene un impacto social positivo ya que beneficia ala gran parte de cañicultores para el 

control de plagas de su cultivo, y mejor acogida de los consumidores a productos libres de 

químicos y beneficiosos para su salud  

24.3. Impactos Ambientales  

Alternativas de bio insecticidas para el control de plaga en el cultivo de caña y 

conservación de los suelos agrícolas.  

24.4. Impactos Económicos  

Mejor rentabilidad económica para el agricultor en la compra de insecticidas orgánicos 

para el cultivo de caña. 

25. CONCLUSIONES   

● Se obtuvo 4 × 108  conidias de Metarhizium spp por gramo de sustrato donde se 

utilizó un medio solido a base de arroz, teniendo como producto final una alta 

concentración de conidias. 

 

● Se obtuvo una prevalecía de  2 × 108 conidias de Metarhizium spp por gramo de 

sustrato después de 6 meses de su almacenamiento. 

 

● Se realizo una Guía mediante el cual se puede dar a conocer paso a paso de cómo se 

llevó a cabo la producción del Matarhizium spp a base del sustrato en arroz este 

protocolo puede dar lugar a que los estudiantes que quieran realizar nuevas 

investigaciones se basen en ya lo obtenido en el protocolo. 

 

26. RECOMENDACIONES  

• Realizar más investigaciones sobre el hongo Metarhizium spp para ver cómo el 

control de plagas puede ser beneficioso desde el punto de vista económico y 

ambiental 

• Como alternativa al control biológico, investigar nuevos métodos de reproducción 

sobre diferentes sustratos de hongos entomopatógenos. 

• Dar charlas de los resultados obtenidos en la Guía de propagación Metarhizium spp. 

en sustrato de arroz.   
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