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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizé en el laboratorio de Microbiologia de la

Universidad Técnica de Cotopaxi tuvo como objetivo identificar y caracterizar la cepa de
Metarhizium ssp, la cual se identifico en muestras de suelo del barrio Llano Largo de la
parroquia EI Chaupi del Canton Mejia .Para la reactivacion de la cepa se utilizaron
técnicas de multiplicacion como bisturi y asas de siembra, se determind que el bisturi
resulto ser lo més eficiente para obtener el aislamiento de Metarhizium ssp, ya que se
mostré mayor esterilidad y lograron inhibir la contaminacion de las cajas Petri. Ademas,
se identifico las caracteristicas macroscépicas de Metarhizium ssp y se logrd reconocer
diversas estructuras morfolégicas como: hifés, conidiéforos y conidios. También, se
realizé la extraccion de ADN del hongo, lo cual conllevo a optimizar el protocolo y
adecuarlo a las condiciones del laboratorio.

Asimismo, se estandarizo el protocolo para la ampliacion por Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) de la region Internal Transcribed Spacer (ITS) del genoma del hongo y
se verifico el tamafio del fragmento en electroforesis horizontal. La muestra alnplificada
fueron secuenciadas utilizando la secuenciacion Sanger a través del laboratorio IDGEN
ubicado en Quito. Se realizd el andlisis bioinformatico de las secuencias obtenidas
utilizando el software Geneious Prime v2025 y se compar6 la secuencia consenso frente
a las reportadas en el National Centerfor Biotchnology Information (NC.BI) a- través del
pipeline de Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Los resultados obtenidos
indicaron que las muestras contenian una sola especie, la cual file identificada como
Metarhizium anisopliae. Esta investigacion contribuird significativamente a la
compresion de Metarhizium anisopliae, lo que tiene importantes implicaciones para su
aplicacion efectiva en el control bioldgico de plagas agricolas, promoviendo asi practicas
sostenibles y amigables con el medio ambiente en el manejo de cultivos y ecosistema.

Palabras clave: .Metarhizium anisopliae, morfologicas, control biol6gico, ADN,
Reactivacion.
TECHNICAL UNIVERSITY OF COTOPAXI
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TOPIC: "MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF
METARHIZIUM SSS FROM LLANO LARGO NEIGHBORHOOD IN EL CHAUPI AT
MEJIA CITY"
Author: Aymacaria Chulca
Stalin Jahir
ABSTRACT

This research was carried out in the Microbiology laboratory in Cotopaxi Technical
University, its aim was to identify and characterize the strain of Metarhizium ssp, which
was identified in. soil samples from the Llano Largo neighborhood in EI Chaupi at Mejia
city. To reactivate the strain, multiplication techniques such as: scalpel and inoculation
loops were used, so the scalpel was the most productive to get the isolation of
Metarhizium ssp, due to the fact it showed greater sterility and reach to inhibit from Petri
boxes contamination. In addition, the macroscopic characteristics of Metarhizium ssp
were identified and various morphological structures were recognized such as: hyphae,
conidiophores and conidia. Also, the DNA extraction from fungus was carried out,
*Which allow to optimize the protocol and adapting it to the laboratory conditions.
Additionally, the protocol of the amplification by Polymerase Chain Reaction (PCR) of
the Internal TrQngcribed Spacer (ITS) region from fungal genome was standardized and
the fragment size was verified in horizontal electrophoresis. The amplified sample was
sequenced using Sanger sequencing through the IDGEN laboratory that was located in
Quito. The bioinformatics analysis of the sequences was performed using the Geneious
Prime v2025.0 software, and the consensus sequence was compared against, those ones
which were reported by the National Center for Biotechnology Information (NCBI)
through the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) pipeline. The results that were
gotten, indicated that the samples contained single species, which was named as
Metarhizium anisopliae. This research will contribute to understand the Metarhizium
anisopliae significantly, which has important involvement in its effective application in
the biological control of agricultural pests, promoting sustainable and environmentally
friendly practices in crop and ecosystem management.

Keywords: Metarhizium anisopliae, morphological, biological control, DNA, Reactivation.
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2. JUSTIFICACION DEL PROVECTO

El hongo Metarhizium es uno de los principales entomopatégenos empleados colliO
bioinsecticida. Este hongo tiene, un amplio rango de insectos hospederos de diterentes
ordenes, entre los que se incluyen plagas de lepidopteros de importancia agricola. El ciclo
bioldgico de este hongo comprende una fase infectiva celular en el interior del insecto y
otra saprofita cuando el hongo completa su ciclo al aprovechar los nutrientes del cadaver
del insecto. Los insectos muertos por este hongo son inicialmente cubiertos de forma total
por micelio de color blanco, el cual se torna verde cuando el hongo esporula. (Faria y

Wraight et al. 2007)

En cuanto al mecanismos de accion del hongo presentan una ventaja sobre las bacterias
y los virus debido a que éstos deben ser ingeridos por el insecto para actuar. En el caso
del hongo pueden ingresar por contacto a través de un proceso de inféccion en la cuticula

del insecto. (Jimenez, 20 i 5, pag. 2)

Una de las alternativas es la cepa de Metarhizium que es un hongo entomopatdgeno
prometedor que podria ofrecer una solucion efectiva para el manejo de plagas agricolas

sin los riesgos asociados con los pesticidas quimicos. (Gurr, 2000)

Ademas, es importante recalcar que en vez de usar productos quimicos se debe usar
bioplaguicidas ya que son altamente especificos contra las plagas objetivo y generalmente
representan poco o ningun riesgo para las personas o el medio ambiente. Los pesticidas
tradicionales, por el contrario, en general son materiales sintéticos, que no solo afectan a
la plaga objetivos sino también organismos no deseados, tales como insectos benéficos,
la vegetacion circundante y la vida silvestre. (EPA, 2010). Sin embargo, existen algunos
inconvenientes en cuanto al uso de los quimicos, por ejemplo, estos pueden ser dafiinos

para otros organismos que no son el objetivo, o si se trata de un organismo bioregulador,



este elimine a otro que es importante en la cadena trofica de un ecosistema, lo que
repercutiria en la poblacién de individuos que se alimentan del insecto plaga que se esta
tratando de regular,

(Perez, péags. 17-29)

La caracterizacion de la cepa local de Metarhizi.um permite aprovechar la biodiversidad regional
para encontrar cepas que estén adaptadas las condiciones especificas del barrio Llano Largo. La
Identificacién de la cepa con caracteristicas excepcionales contra patdgenos locales puede
mejorar la eficacia del biocontrol en el barrio y promover el uso de recursos naturales locales.
Por otro lado, la identificacion y utilizacidn de la cepa local no solo mejorara la proteccién
de cultivos, sino que también puede fomentar el desarrollo econémico local al promover
la produccion y comercializacion de biocontroladores, esto puede generar empleo y

oportunidades econémicas del barrio.

3.BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

3.1 Beneficiarios directos

Los beneficiarios directos del presente proyecto de investigacion son los agricultores,
productores, exportadores de la localidad debido a que se puede aplicar el hongo
entomopatdgeno como un agente biocontrolador.

Otros beneficiarios directos corresponden tanto a Eos docentes como a los estudiantes de
la carrera de Ingenieria Agrondmica de la Universidad Técnica de Cotopaxi quienes
identificaran la potencialidad que presenta el Ecuador para la produccion de
bioplaguicidas.

3.2 Beneficiaros indirectos

Los beneficiarios indirectos corresponden a los consumidores de productos vegetales, al
barrio y parroquia quienes generalmente presentan inconvenientes de salud por consumir

productos contanelinados por una gran cantidad de quimicos,

4.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el caso de Metarhizium aunque existen multiples métodos para su reproduccion los
costos asociados a estas técnicas son considerablemente altos lo que dificulta su adopcion
masiva.



Superar estos obstaculos es esencial para potenciar el uso de estos agentes bioldgicos como
herramientas sostenibles en el manejo de plagas agricolas. (Dimbi, Maniania, & Lux, pags.
7-8)

La necesidad de reducir el uso de fungicidas en el control fitosanitario hace necesario
desarrollar tecnologias que permitan de forma facil, econémica y efectiva obtener
productos a partir de microorganismo¥ con la calidad y cantidad suficiente para su
aplicacion masiva en las &reas de cultivo. Metarhizium, se desarrolla bajo diferentes
condiciones ambientales y de nutrientes; para su produccién masiva en condiciones in

vitro tiene la capacidad de cultivarse sobre diferentes sustratos de bajo costo. (Ati, 2009,

pag. 73)

En Brasil, Metarhizium es el hongo entomopatdégeno que se produce y utilizan
ampliamente para el control de salivazos (Mahanarva andigena Jacobi) en plantaciones
de cafia. de azlcar, con aplicaciones anuales en aproximadamente dos miilones de
hectareas. (Rosas, 2019, pags.

155-166)

Los hongos entomopatégenos destacan por sus caracteristicas tnicas que los posicionan
como biocontroladores altamente efectivos gracias a su elevado poder patogénico y su
capacidad para producir epifitas. No obstante, su produccién a escala comercial e
industrial enfrenta diversos desafios como la falta de conocimiento sobre sustratos
alternativos eficientes la limitada disponibilidad de infraestructura adecuada y la ausencia
de equipos béasicos necesarios. Estas limitaciones han restringido su desarrollo y
aplicacién a gran escala.

(Rosas, 2019)

5. OBJETIVOS
5.1. General

Identificar morfolégica y molecularmente la cepa Metarhizium del barrio Llano Largo de la

Parroquia EIl Chaupi del Cantén Mejia.



5.2, Especificos e Identificar morfoldgicamente la cepa de Metarhizium colectada en la
zona del barrio

Llano Largo parroquia El Chaupi.
# Caracterizar molecularmente la cepa de Metarhiziurn colectada en la zona del barrio

Llano Largo parroquia EI Chaupiq

6, ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS
PLANTEADOS.
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7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

7.1 Aislamiento de Méfarhizium

La obtencion de cepas de Metarhizium, y otros hongos entomopatégenos, se puede hacer
mediante recolecta y procesamiento de muestras de suelo, recolecta en campo de insectos
intectados, e incluso de colecciones de hongos entomopatdgenos. (Hernandez J. A., 2020,
pag. 88)

7.2MedUarhizium.

Es un género de hongo con especies capaces de generar enfermedad en insectos y
matarlos. A la enfermedad causada por este hongo se conoce como la muscardina verde,
Posee un muy amplio rango de hospedador, es seguro y amigable con el ambiente y facil

de producir

con
del




a escala comercial. (Garceia-Pacheco, 2019, pag. 2)

Si bien a Metarhizium se le conoce generalmente por su capacidad entomopatogeénica,
este hongo también es capaz de mantener relaciones simbioticas con plantas al asociarse
a sus raices. Estudios recientes han demostrado que Metarhizium es un organismo
benéfico porque mejoran la estructura del suelo y el microbioma. También, son
probidticos que desplazan microorganismos perjudiciales, se comportan como hongos
parecidos a micorrizas que

mejoran la absorcidn de agua y nutrientes y disparan una resistencia sistémica inducida en la

planta hospedadora. (Garcia-Pache.co, 2019, pag. 2)

Ademas, es un hongo filamentoso caracterizado y utilizado para el control de plagas,
ademas el uso de sus enzimas es empleado como catalizador bioldgico en el sector
agricola es una de las especies mas comunes que se han encontrado, estudiado y utilizado
en todo el mundo principalmente como biocontrolador. Este hongo se ha aplicado con

éxito para controlar plagas en cafia de azlcar y en plagas de diversos insectos.

(Garcia-Pacheco, 2019, pag. 2)

7.3Clasificacion taxonémica Metarhizium

El hongo Metarhizi:um es un tipo de hongo entomopatégeno incompleto que pertenece a
la division Ascown.ycota, la clase Sordariomycetes, el orden Hypocreales y la familia
Clavicipitaceae. Es un hongo cosmopolita y pertenece a la Clase Sordariomycetes, siendo
capaz de reproducirse a través de la formacién de conidias. (Pavone, Tecnovita, 2021,
pag.

1)

Tabla 1 Clasificacion taxonOm.ica del Met.arhizium.
Taxonomia

Reino Fungi




Division Ascomycot.a
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Clavicipitaceae
Subfamilia Tillandsioid.eae
Genero Metari.zhium

Fuente: Recuperado de (Pavone, Tecnovita, 2021)

7.4 Habitat del hongo Metarliizium
E} hongo Metarhizium se considera cominmente saprofitas del suelo y se encuentran con
lilayor frecuencia en habitats perturbados, conlo campos agricolas, plantas e insectos en
comparacion con los ecosistemas forestales. (Ugine, 2019, pag. 1)
7.5Plagas que ataca el hongo Meturhizium

Metarhiziu.m tiene la capacidad de parasitar a mas de 300 especies de insectos

pertenecientes a diferentes ordenes. Los insectos que son afectados por este hongo
muestran una cubierta completa de micelio sobre sus cuerpos después de la muerte.
Inicialmente, el micelio es de color blanco, pero adquiere una tonalidad verde cuando el
hongo comienza a esporular. (Hernandez d. , 2019, pag. 3) o Mosca Blanca (Bemisia
tabaci)
La mosca blanca es una especie polifaga, capaz de afectar a méds de 200 especies
herbéceas, aunque se encuentra principalmente en los invernaderos, donde afecta. a
tomate, pepino, meldn, berenjena, judia, afecta mas a las hojas y a los frutos. (Phytoma ,
2020) e Gallina ciega (Phyllophagc vetula Horn)
Es una plaga que ocasiona dafios considerables a diversos cultivos (maiz, sorgo, papa,
trigo, tomate, arroz de temporal, frijol, frutales, agave, café) y en muchos casos pérdida
total de reproduccién. Las larvas bien desarrolladas destruyen todo el sistema de raices
de la planta en el transcurso de unos cuantos dias, por lo que su control depende
generalmente de productos quimicos. Ante el problema del uso excesivo de productos

quimicos para el control de gallina ciega, resulta necesario llevar a cabo un manejo
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integrado, donde se logre eliminar o mantener el dafio causado por debajo del umbral

economico. (Intagri , 2008)

e Psilido de la papa (Bactericera cockerelli)
Es una especie polivoltina, que tiene mas de una generacion por afio, el principal dafio
directo se le conoce como amarillamiento def psilido, el cual da como resultado un
crecimiento retardado, bajo vigor en las hoias nuevas, clorosis/emeoiecimiento o

coloracion purpura en la parte basal de las hojas, entrenudos y frutos. (Koppert, 2020)

7.6 Caracteristicas del hongo Metar/tizium
Los conidios adoptan una fOlma ovalada o elipsoidal con extremos redondeados,

generalmente miden entre 5y 9 lun de longitud y de 2 a 3 pm de ancho, su color es un
verde caracteristico que varia de un verde brillante a un verde oscuro dependiendo de la
especie.

(Guamantaqui, 2024, pag. 1)
Sus hifas son filamentos septados que conforman el micelio del hongo, estas estructuras

permiten la colonizacion de los tejidos del insecto huésped tras la penetracion inicial, el
diametro de las hifas oscila entre 2 y 4 (Guamantaqui, 2024)

Los conidi6foros muestran una ramificacion irregular,con aptoximadamente 2-3 ramas
por septo y tiene una longitud que oscila entre 4-14 kim, con un didmetro de pm.
(Guamantaqui, 2024, pag. 22)

Las fialides, por su parte, se presenta de forma redonda un ensanchamiento en el apice,

midiendo entre 6-13 kim de longitud y 2-4 pm de diametro. (Guamantaqui, 2024)

El crecimiento del micelio sobre el insecto infectado es inicialmente de color blanco

tomandose verde cuando el hongo esporula. (Guamantaqui, 2024)

7.7 Temperatura y humedad de crecimiento de Metarlaizigm
En un ambiente controlado de laboratorio Mefarhizium crece mejor en un rango de

temperatura. de 25 a 30 °C, siendo 27° C la mas frecuente para su optimo desarrollo y
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esporulacion, La humedad relativa para la germinacion de los conidios y el crecimiento

del hongo debe ser superior al 90%. (Pedraza, 2015, pag. 1 7)

7.8 Mecanismo de accion dei MetarhizitlY1l
El hongo entomopatdgeno tiene un gran potencial como agente de control, ya que

constituye un glupo con méas de 750 especies que al dispersarse en el ambiente provoca

infecciones fungicas en has poblaciones de insectos. (Diaz, 2006, pag. 2)

Segun (Diaz, 2006, pag. 2) este hongo inicia su proceso infectivo cuando las esporas son
retenidas en la superficie del integumento, donde se inicia la formacion del tubo
gei*minativo, comenzando el hongo a excretar enzimas como las proteasas, quitinasas,
quitobiasas y lipasas. Estas enzimas degradan la cuticula del insecto y coadyuvan con el
proceso de penetracion por presion mecanica iniciado por el apresorio, que es una

estructura especializada formada en el tubo germinativo.

Una vez dentro del insecto, el hongo se desarrolla como cuerpos hifales que se van
diseminando a través del hemocele e invaden diversos tejidos musculares, cuerpos grasos,
tubos de Malpighi} mitocondrias y hemocitos, ocasionando la muerte del insecto después
de



3 a 14 dias de iniciada la inféccion. Una vez muerto el insecto y ya agotados muchos de
los nutrientes, ei hongo inicia un crecimiento micelar e invade todos los érganos del
hospedero.

(Diaz, 2006, pag. 2)

Finalmente, las hifas penetran la cuticula desde el interior del insecto y emergen a la
superficie, donde en condiciones ambientales apropiadas inician la formacién de nuevas

esporas. (Diaz, 2006, pag. 2)

7.9 Microorganismos benéficos

Metarhizium puede coexistir en el mismo ambiente, estudios han demostrado que ambos
hongos pueden ser utilizados en conjunto para el control bioldgico de plagas ya que
presentan mecanismos complementarios de accion, su aplicacion puede influir en la
comunidad bacteriana del suelo, promoviendo el crecimiento de bacterias beneficiosas
que contribuyen a la salud del suelo y de las plantas, Estas bacterias pueden ayudar en la
descompensacidn de materia organica y en la supresion de patdégenos. (Lopez, 2019, pag.
3)

Asimismo, éste puede interactuar con hongos micorricicos, formando asociaciones
simbidticas con las raices de las plantas. Estas direcciones pueden mejorar ta absorcion
de nutrientes y agua por parte de las plantas, ademas de proporcionar proteccion contra
patdgenos. (Pavone, Tecnovita, 2021, pag. 1)

Los microorganismos beneficiosos como Metarhizium pueden ser clave para promover
practicas agricolas sostenibles. Estos hongos ofrecen una atternativa natural a uso de
pesticidas quimicos, ayudando al control de plagas y mejorando la salud del suelo. Al
interactuar con otros microorganismos beneficiosos, Adetarhizium también. puede
fomentar una mayor diversidad microbiana lo que contribuye a la estabilidad y resiliencia
del ecosistema agricola. Asi el uso de estos microorganismos no solo reduce el impacto
ambienta\, sino que también favorece una agricultura mas productiva y equilibrada.
(Lopez,

2019, pag. 3)



7.10 Utilizacion de los microorganismos benéficos en el suelo e Control bioldgico de
plagas: Este hongo es ampliamente utilizado como biopesticida para el control de
insectos plaga en cultivos agricolas. Es eficaz contra una variedad de insectos como
moscas blancas, chinches y orugas. Se aplica directamente sobre la plaga
o0 en el suelo, donde infecta a los insectos cuando entran en contacto con el hongo.
(Figueroa-Rodrigaez, 2019, pag. 2)
e Agricultura sostenible: Su uso en el manejo integrado de plagas ayuda a reducir la
dependencia de pesticidas quimicos, promoviendo practicas agricolas méas sostenibles
y respetuosas con el medio ambiente también se usa para fortalecer la salud del suelo
ya que su presencia pueda incrementar la diversidad microbiana. y mejorar la

estructura del

(Ortega, 2023)
e Rehabilitacion de suelos: En suelos contaminados o degradados se pueden aplicar
productos con Metarhizium para mejorar la saEud del suelo y combatir plagas que

interfieren con fa regeneracion de la vegetacion. (Pineda, 2020, pag. 47)

7.1] Identificacion una identificacion molecular
La identificacion a nivel molecular se fundamenta en la composicién de los acidos
nucleicos, priorizando esto sobre los resultados de su expresion. Estos procedimientos
moleculares son frecuentemente aplicados junto con métodos tradicionales de

identificacion microbioldgica. (Palomino£amargo, 2014)

Recientemente, se han creado innovadoras técnicas moleculares de tipificacion que se basan
en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), lo cual representa un notable progreso en la

investigacion de enfermedades infecciosas,

El método mas confiable para identificar bacterias 0 hongos es la secuenciacion de
aquellas regiones de ADN que muestran variabilidad suficiente para diferenciar entre
especies. Los segmentos que se amplifican y secuencian con mayor frecuencia
incluyen los genes ribosomales (i6S para procariotas y 18S para eucariotas), los
espacios intergénicos (IGS) y los espacios internos transcritos (ITS) del grupo de
genes ribosomales. (Palomino" Camargo, 2014)
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7.12 ldentificacién morfoldgica de hongos los hongos
Segun Daza 2020, se identifica los hongos porque estdn formados por células

eucariotas, a diferencia de las bacterias que consisten en células procariotas. Estos
organismos pueden ser unicelulares, como las levaduras, o estar compuestos de
multiples células, como es el caso de las hifas, que son la base de los hongos
filamentosos. Las hifas pueden presentar divisiones o septos constantes a cortas
distancias (hifhs septadas) o a mayores intervalos (hifas no septadas); estas Gltimas
son conocidas como hifas cenociticas, que pueden ser claras o de color oscuro
(negras), denominandose hifas demateaceas. El conjunto de estas hifas se llama
micelio y su disposicion da [ugar a la colonia del hongo. La mayoria de estos
organismos son microscopicos y su nutricion esta basada en la.

obtencion de compuestos carbonados. Se les clasifica como aerdbicos estrictos y, en

situaciones particulares, como anaerobicos facultativos.

Los hongos carecen de la habilidad para formar tejidos. Se les considera ubicuos ya
que pueden adaptarse a diversos entornos: son capaces de colonizar suelo, agua e
incluso aire. También se definen como organismos heterétrofos, ya que dependen de
la materia orgéanica producida por otros seres vivos que contienen energia, como
carbohidratos, lipidos y grasas, y generan enzimas que les permiten absorber estos
nutrientes. (Daza,

2020)

7.13 Métodos de identificacion molecular
Las técnicas moleculares se fundamentan en la identificacion del ADN del agente patégeno,
lo que les confiere una gran especificidad. Los procesos de biologia molecular incluyen la
recoleccion, multiplicacion y, mas adelante, la identificacion del ADN hallado en la muestra.
(Bioser, 2022)

Hay diversos métodos moleculares, dependiendo del sistema de identificacion
empleado:

PCR o Reaccidén en Cadena de la Polimerasa: identificacion mediante fluorescencia.
LAMP (Amplificacion Isotérmica Mediadas por Bucle): identificacion a través de

bioluminiscencia, (Bioser, 2022)



La identificacion morfolégica de los hongos filamentosos presenta limitaciones
considerables. En primer lugar, la visualizacion de las estructuras distintivas solo es
posible si se cultiva el hongo bajo ciertas condiciones. No obstante, en el caso de los
hongos filamentosos, la secuenciacion de los ITS permite identificar menos especies
que en el de las levaduras. Por ejemplo, pata identificar Aspergillus y Scedosporium
es necesario secuenciar el gen de la beta,,tubulina, mientras que para Fusarium se

requiere el gen que codifica el factor de elongacion alfa. (Rodriguez, 2007)
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7.14 Regiones Transcritas Internas (ITS
Los segmentos que rodean al 5. 8S son denominados ITSl e ITS2, y nos referimos a la region
ITS como la parte formada por ITS 1-5. 8S»ITS2. El nombre ITS indica precisamente que se
trata de una zona intermedia entre los ARNI', que se transcribe, lo que significa que se produce
a partir del ADN. (Real Jardin Botanico , 2016)

7.15 ITS para la identificacion molecular de hongos
En los setas, las secuencias de ITS se emplean como cddigos de identificacion de
ADN, las cuales incluyen dos espaciadores internos transcritos conocidos como ITSI
e ITS4. La caracteristica mas importante de la secuencia ITS es que carece de genes
incrustados en esa area, permitiendo su evolucion sin limitaciones y, en consecuencia,
sufre cambios con gran rapidez. Por esta cualidad, el ITS se utiliza para distinguir

entre innumerables variedades de hongos. (Real Jardin Botanico , 2016)

8. VALIDACION DE LA PREGUNTA
8.1 Pregunta Cientifica
¢Se podra identificar morfol6gicamente y molecular la cepa de Metarhizium colectada en la zona

del barrio Llano Largo parroquia ElI Chaupi?

9. METODOLOGIA

9.1.0 Tipo de investigacion

9.1.1 Investigacion bibliografica documental

Es una investigacion bibliografica ya que buscamos de datos primarios aquellos que el
investigador obtiene directamente de la realidad investigada. Se obtiene basicamente
mediante los documentos escritos correspondientes: libros, revistas, etc. También se
caracteriza por la utilizacion de los datos secundarios como fuente de informacion ya que
pretende encontrar soluciones a problemas planteados por una doble via, relacionando
datos ya existentes que proceden de distintas fuentes y proporcionando una vision
panoramica y sistematica de una determinada cuestion elaborada en maltiples fuentes

dispersas, sitios web o referencias bibliograficas.
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9,2 Métodos de investigacion
9.201 Cualitativo

La Investigacion es cualitativa porque se centra en caracterizar la cepa de Metarhizium
(como la forma, tamafio, color, textura) mediante su identificacion y analisis molecular,
no se enfoca en datos numéricos o mediciones estadisticas, sino en la naturaleza y
caracteristicas bioldgicas del hongo. Ademas, aunque menciona su potencial de
biocontrol no se realiza un andlisis cuantitativo de su eficacia, sino que se estudian sus

propiedades y comportamiento de manera descriptiva.

9.3 Ubicacion de la investigacion
La presente investigacion se realizd en la universidad técnica de Cotopaxi campus

Salache, esta dentro del perimetro rural cantdon Latacunga, ubicada al suroeste de la
cabecera cantonal, junto a la E35 en el km 7,53 via Salache a 2,870 msnm su temperatura
media es de 13,6°C.

Fuente: Google maps.

9.4 Recoleccion de muestras
Segun Saavedra Oscar 2017, para realizar una muestra en suelo tiene que representar bien
a todo el terreno por ello es muy importante que la muestra se tome de forma correcta en

primer lugar debe identificarse si existen diferentes suelos en la parcela, (pag. 2)
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Una vez identificado la zona a muestrear se suele seguir un zigzag de forma gue se tome
de toda la zona debe evitarse zonas donde se haya amontado diferentes productos
quimicos o0 que no sean tipicos de la que se pretende muestrear. (Oscar, 2017, pag. 3)
Segun Saavedra Oscar 2017, para tomar la muestra se hace de cavar un agujero del ancho
de la pala o de la asada con una profundidad 10-15 cm en cultivos lefiosos (arboles). (pag.
3)

78°40'15"W 78°40'10"W

Recoleccion de Muestras

0°3520"S
0°35'20"S

P’

Barrio: Llano Largo
Parroquia: El Chaupi
Canton: Mejia

0 10 20 40 00 80
- —— e— Mctors
78040'15"W 78%0' 10"W

Figura 2 Ubicacion de la recolecciOn de muestras

Las muestras fueron recolectadas en 6 zonas distintas de un mismo bosque. Cada muestra

se coloco en bolsas Ziploc etiquetadas con la identificacion correspondiente al lugar de
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origen, garantizando un manejo adecuado para preservar las condiciones iniciales, se
delimitaron cinco puntos en zigzag; en cada punto se tomé una muestra independiente de
suelo de 600 g a una profundidad de 10 a 15 c¢cm, lo cual de los cinco puntos se optd en
mezclar todas las muestras y se llevd 200 g al laboratorio, por lo tanto se obtuvo 6

muestras y en total fueron

12 submuestras de las seis zonas las cuales se llevd a laboratorio.

9.5 Materiafes y reactivos

9.5, | Materiales
« Cajas Petri (50 unidades)
e Asade siembra metalica ( unidad)
e Estuche de diseccion (I unidad)
e Papel absorbente (2 rollos)
e Papel aluminio (4 rollos) e
Mechero (2 unidades) e
Jeringuilla 10ml (5 unidades)
Agua destilada (6 litros)
e Guantes quirurgicos (I caja)
e Papel film (30 metro)
e Puntas de micropipeta (100-200 HL)
e Microtubos (0.2-1.5 mL)
e Perlas de vidrio (4 unidades)

e Paratilm (I rollo)
e Alcohol (70%)

9.5.2 Reactivos
= PDA
e Alcohol al 96% (8 litros)
e Agua destilada (5 litros)



e Buffer de extraccion (500 HL)

e f-mercaptoetanol (2 HL) o

Cloroformo (500 HL)
e Etanol (76e96%)
e Acetato de sodio (3M)

e Agua ultra pura (50 HL)
e Dream Taq 2X (1205 \tL/Rx)

(2.5 UL/RX) o

ITSI
Primer fTS4 (2.5 gL/RXx)

e Primer

e Agarosa (0.759)
« Buffer Juice (501L)
e Syber Safé (1. 75 LIL)

Table 2 Equipos de laboratorio utilizados para elaborar la investigacion.
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Equipos del laboratorio Marca Modelo Cantidad

Autoclave TUTTNAVER |2540M

Incubadora REBELK RISO

Camara de flujo laminar BIOBASE BBS-DDS. CN BBS-H1300

Balanza HOCHOICE HC500

Computadora SAMSUNG S19AION

Micropipeta BOECO M-200 HL

Espectrofotometro THERMO NANODROP 2000
SCIENTIFIC

Congelador -20°C SOJ,,OW

Termociclador BOECO TC-TE

Transiluminador ENDURO GDS |ENDURO GDS

Fuente de podery camarad | ENDURO E0303

electroforesis

Microondas General Electric | JES7T10WK

Termobloque BOECO | DBI-I00
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Vortex VORTEX,, S14236
GENEIE2
Microscopio OLYMPUS CX31RBSFA _1
|
Centrifuga HERMLE Z160M

Elaborado por: Aymacafa Stalin, 2024.
9.6 Aislamiento del hongo a partir de muestras de suelo

Se tomo muestras de suelo del barrio Llano largo se delimitaron cinco puntos en zigzag;
en cada punto se tomd una muestra independiente de suelo de 600 g a una profundidad
de 10 a 15 cm, lo cual de los cinco puntos se opté en mezclar todas las muestras y se
llevéd 200 g al laboratorio, por [0 tanto, se obtuvo 6 muestras y en total fueron 12

submuestras de las seis zonas las cuales se llevé a laboratorio.

Se procedio a realizar disoluciones seriadas con factor 1:10, se pes6 10 gr de suelo y se
afora a 100 mL con agua destilada y esterilizada (Disolucion - 1), se coloc6 9 mL de
agua destilada y esterilizada en un tubo de ensayo y se afiade Inl de la disolucion -I, se

lleva agitacion con ayuda de un vortex (Disolucion-2)-

Se realiza el mismo procedimiento y se afiade ImL de la disolucion obteniendo la
disolucion se toma 60 HL de la disolucion -3 y se coloca en una caja Petri con PDA, se

rétula, se sella y se encuba a 27 °C por 7 dias. (Cifuentes, 2008)

9.7 Métodos de multiplicacién o Aislamiento
mediante corte de micelio

Con la ayuda de un bisturi se corta una parte de micelio con el objetivo de pasar al medio
de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) y de fomentar la expansion del hongo en el medio.
Este enfoque aumenta el nimero de colonias formadas lo que técilita el proceso de
purificacion, cuanto mayor sea la cantidad de colonias obtenidas mejor serd la calidad de
la muestra para su posterior andlisis molecular, asegurando resultados méas confiables y
detallados. (Demo,
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Segun Crisol. 2023, son mayormente utilizados para practicas de laboratorio, es un
instrumento que permite hacer cortes precisos para separar muestras de materia y analizar

Sus componentes.

« Siembra por estria
Se utiliza un asa de siembra para arrastrar una pequefia cantidad de muestra sobre la superficie de

la caja Petri con PDA. (Demo, 2015)
Las asas de siembra se usan en los laboratorios de microbiologia para la transferencia de
forma estéril y segura de bacterias en medios de cultivo ya sea en placa o en tubo. Pueden

ser de plastico, metélicas o de cristal. En funcién del material, el asa sera estéril de un

solo uso o bien se debera esterilizar con una llama en cada uso, (Scharlab, s.f.)

Este material ayuda para el sembrado ya que el hongo pocas de las veces se hacen
polvoriento o en forma de estrias ya que este material nos facilita la transferencia de

forma estéril y segura de bacterias el medio de cultivo,

Aislamiento de Metarhizuinz

Se realizo en las instalaciones del Laboratorio de la Universidad Técnica de Cotopaxi con todas las
medidas de bioseguridad y con los equipos con los que cuenta el laboratorio.

Para la preparacion de medio de cultivo se prepar6 en 400 ml de agua destilada 15,6 g

de (PDA) para 20 cajas Petri,asas de siembra, pinzas deben ser coloca en el autoclave

con un tiempo de 45 minutos a una temperatura 120 °C para la esterilizacion y

preparacion del medio, se lo sacamos de la autoclave para que se enfrié hasta. eso

debemos desinféctar la camara de flujo laminar donde se debe trabajar con las muestras

y todos los materiales necesarios como: mechero con alcohol al 96%, cajas Petri de 60 *

15 mm, alcohol al 96% en un vaso de precipitacion para la desinféccién de asas de

siembra y pinzas, para el aislamiento. 2023)

Formula para la preparacion de medio de cultivo (PDA)

1000ml—  39g 400 - - 39

D e o a——
200 = mmmX 1000  -15.6¢
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Se aplico cloranfenicol ya que ejerce su efecto principal en células bacterianas por
inhibicion de la sintesis proteica mediante la union a la subunidad 50S ribosomal
impidiendo la adicion de aminoacidos durante el ensamblaje de la cadena de peptidica.
(Ministerio de Salud

Publica, 2016)

Interfiere en la sintesis proteica bacteriana es de amplio espectro frente a bacterias grampositivas y

negativas, incluyendo anaerobios y espiroquetas, (Pediatria, 2020)

Se colocaron en cada caja Petri 20 ml de (P.DA), se esperd dos minutos para que el medio se
enfrie. Se utilizaron varias técnicas de multiplicacion como es con pinzas y asa de siembra
luego de haber multiplicado, seran rotulados con fecha, numero de muestra, nombre del
responsable, el medio de cultivo que se utiliza lo sellamos con papel film y lo llevamos a la

incubadora a 27°C por 7 dias. (Guamantaqui, 2024)

9.8 Extraccion de ADN

9.8.1 Protocolo de extraccion de ADN
A partir del crecimiento de hongos puros en medio PDA, se tomd aproximadamente 504

00 mg de micelio y se coloco en un microt.ubo de 2 mL, que contenia 200 gL de PBS, se
centrifug6 por 2 minutos a 12000 rPiT1. Se afiadieron tres perlas de vidrio, 500 1.1.11 de
buffer de extraccion (Tris HCI 100 Mm, EDTA 20 mM, CTAB w/v, NaCl 14 M, pH 8) y
2 KIL mercaptoetanol. Se realizd disrupcion mecanica usando un vortex durante 30
segundos para lograr una mejor maceracion. Se incub6 en un termobloque a 60°C por 30
minutos, invirtiendo los tubos en lapsos de 10 minutos. Se afiadié 500 PL de cloroformo
frio y se homogenizé con vortex. Se dejo reposar por 2 minutos y se centritUgé a 12000
rpm por 8 minutos con el objetivo de separar la solucion en fases. Se transfirio el
sobrenadante a un nuevo microtubo de 1.5 mL y se agregd un volumen igual de etanol
absoluto frio, 150 HL de acetato de sodio 3M y 300 VIL de etanol 70%, para lograr la
precipitacion del ADN. Se dej6 reposar durante 2 horas a -20°C. Se centrifugd a 12000

rpm por 17 minutos, obteniendo al tondo del tubo el pellet que contenia el ADN, se
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descartd el sobrenadante. Se realizaron dos lavados utilizando 500 PL de etanol al 70% y
un tercer lavado con 500 VIL de etanol al 96%. Se dej6 secar las muestras con el flujo de
aire de la cdmara por un tiempo de 30 minutos. Finalmente, se resuspendio el pellet en 50
de agua ultrapura. Se llevé a incubacion por 30 minutos a 37°C. EI ADN fue almacenado

a 20°C (Flores, 2021).

Se prepard un gel de agarosa al 1% y se realizd una corrida electroforética a 110 V duteante

30 minutos con el objetivo de visualizar la calidad del ADN.

EL ADN fue cuantificado mediante espectrofotometria utilizando el equipo Nanodrop 2000c.

Se obtuvo la concentracion de cada muestra en ng/11L y los radio 260/230 y 260/280.

9.9 Reaccion en cadena de la polimerasa PCR
Para la PCR se utilizaron 3 microtubos, los cuales pertenecian a la muestra M8 (Metarhizium), al

control positivo y al control negativo, se utilizé la enzima Dream Green Taqg (Thermo Scientific,
2016). Se preparan reacciones con un volumen final de 2,5 VIL por cada reaccion, que contenia
12.5 VIL de Dream Green Taq 2X, 2,5 HL de cada Primer ITSI e ITS4, 2.5 VIL de agua ultra pura
y 5 gL de ADN de cada muestra o control. La amplificacion se realizo en el termociclador Boeco
TC.,,TE, utilizando el perfil térmico de Denaturacion a 95 °C por 3 minutos, seguido por 35 ciclos
de Denaturacion a 95 °C por 3 segundos, Annealing a 55 °C por 30 segundos y Extension a 72°C
por | minuto, se establecié una extension final a 72° C por 5 minutos y en un tiempo de espera a 4°
C (White, 1990).

Se prepar6 un gel de agarosa al 1,5% (p/v), disolviendo 0.75 g de agarosa en 50 ml de TAE

IX y se incorporé | HL de Syber Safe.

Una vez solidificado el gel, se coloc6 en la camara de electroforesis con los pocillos
orientados hacia el polo negativo y se lleno la cdmara con TAE 1X. Se cargd el marcador

de peso molecular de 100bp en el primer pocillo, en los siguientes pocillos se afiadieron

5 HL de control negativo, 5 VIL de la muestra M8 (Metarhizitun) y 5 HL de control

positivo. La electroforesis se llevo a cabo a | 10v durante 30 minutos.

9,10 Analisis Bioinformatico
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Los productos de amplificacién de la regién ITS fueron enviados a IDgen ser
secuenciados utilizando la técnica de Sanger, Los resultados fueron proporcionados en
formato FASTA junto con los electroferogramas correspondientes™ Para la identificacion
molecular, las secuencias sin procesar fueron analizadas con el software Geneious Prime
v2025. 0, donde se eliminaron las areas de baja calidad y se llevé a cabo un alineamiento
de novo con las secuencias ITSI e ITS4 de cada uno de los ejemplares. Luego, se verificd
el alineamiento y se generd una secuencia consenso. (Torres, 2014)

La secuencia consenso tue comparada con todas las secuencias disponibles en la base de
datos de NCBI (National Center for Biotechnology Information) utilizando la
herramienta BLASTn (Basic Local. Alignment Search Tool) para. identificar el
organismo correspondiente.

10. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

10.1 Observacion macroscopica dc Metarhizium
Observacion macroscopica durante los 7 dias de crecimiento del hongo Metarhizium con una

temperatura de 27° C en la incubadora. (Guamantaqui, 2024)

Dia 3 Dia 5 Dia 7

Figura 3 Crecimiento radia/ de (Metarhizium), en medio de cultivo PDA durante los 7 dias de

desarrollo,

Crecimiento del hongo al dia 3:
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En la caja Petri de Metarhizium sembrada en agar PDA (Potato Dextrose Agar) a los dos

dias a una temperatura de 27°C no se aprecia a simple vista esporulacion ninguna.
Crecimiento del hongo al dia 5

Las colonias de Metarhizium en la caja Petri al dia 5 se aprecia un crecimiento y expansion
del micelio color blanco, mostrando un aspecto mas denso (como se aprecia en la figura
3, dia 5), el crecimiento de Metavhizium es continio formando colonias a un mas
extendidas donde ya se pueden distinguir pequefias estructuras reproductivas como

conidios o esporas. (Ramirez S. B., 2017, pag. 2)
Crecimiento del hongo al dia 7

Las colonias de Metarhizium en el dia 7 en la caja Petri se aprecia un crecimiento maximo cubriendo
gran parte del agar con su caracteristico crecimiento de hifas, su desarrollo es estable y se nota
sutiles cambios en el color y la textura esto da sefiales que pronto comenzara la produccién de

esporas maduras.

Segin Ramirez 2017, los aislados de Metarhizium ssp provenientes del hongo
entomopatdgeno mostrd colonias inicialmente de color blanco que luego se volvieron de

color verde claro.

Es importante recordar mantener las condiciones adecuadas de humedad, temperatura y nutrientes
para favorecer el crecimiento de Metarhizium en la caja Petri, (Flores, 2022, pag.

8)

10.2 Observacion microscopica de Melerhizium

Para la identificacion del hongo que fue cultivado y aislado en el laboratorio de Salache

de la Universidad Técnica de Cotopaxi, el dia 14 de enero del 2025, se mantuvo en

incubacion durante un periodo de 7 dias a una temperatura de 27 °C. (Guamantaqui, 2024)

Posteriormente, se obtuvieron muestras del hongo aislado mediante el uso de un asa, se
coloco sobre portaobjetos y se protegié con un cubreobjetos. Luego, se colocaron los
portaobjetos en el microscopio utilizando el lente (20x/0,40Ph1.) con el objetivo de

observar las estructuras que se formaron durante su crecimiento en el medio de cultivo.
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Figura 4 Visualizacion de Metarhizium en el microscopio,

En el microscopio, se puede observar que Metarhizium es un hongo entomopatégeno
con una apariencia filamentosa. Sus conidios son forma ovalada, sus hifas son filamentos
septados y ramificadas que conforman el micelio del hongo, tal como se ha indicado en
quién menciona que las colonias presentan una estructura similar al algodon de color
blanco que se transforma en tonos verdes grisaceo durante la poblacion formando halos
o anillos concéntricos. (Ramirez H. G., 2014, pag. 13; Guamantaqui, 2024)

También se pueden observar esporas de forma ovalada o alargada, que son las
estructuras reproductivas del hongo, En genet'£th Metarhizium presenta una apariencia
similar a otros hongos filamentosos, pero su capacidad para infectar insectos lo distingue
de otros géneros fangicos. Ya que tiene estructuras como micelio, conidi6foros y
conidios. (Ibarra, 2022, pag. 45)

10.3 Identificacion morfologica de Metarhizium

Este hongo entomopatégeno es ampliamente utilizado en la agricultura para el control de
insectos perjudiciales, ya que infecta y mata a numerosas especies de la misma.

Tabla 3 Caracteristicas morfologicas de Metarhiziu.m vistas atreves del microscopio
Partes Descripcion Fotografia




Micelio
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Segun (Ramirez H. G., 2014,
pag. 13; Guamantaqui} 2024),
las colonias son blancas o
cremas algodonosas, micelio
apegado al sustrato.

Sus hifas son filamentos
septados y ramificado diametro
puede variar entre 2 y 4
micrémetros, mientras que la
longitud puede extenderse
desde unos pocos micrometros
hasta  varios  centimetros,
dependiendo de las condiciones
de crecimiento,

Conidiéforos

Los conidioforos pueden tener
una longitud que va desde 50
hasta 200 micrometros, y un
didmetro de alrededor de 2a 5
micrémetros, nuevamente
dependiendo de la especie y
las condiciones de
crecimiento, (Ramirez H. G,
2014, pag. 13;

Guamantaqui, 2024)
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Conidios Los conidios son de forma
ovalada y tienen una longitud
que oscilaentre 5y 9

micrometros, y un didmetro de
3 micrémetros. Estas medidas
también pueden variar segun la

especie y las condiciones

ambientales. (Ramirez H, G.,
2014, pég. 13; Guamantaqui,
2024)

10.4 Identificacion molecular
10.4.10 Extraccién y Cuantificacion de ADN

Para verificar la calidad del ADN extraido de la muestra M8 (Metarhizium) se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 1% utilizando un marcador de peso molecular de I KI)
y cargando las muestras de ADN con Blue Juice y se cuantifico el ADN en un
espectrofotometro NanoDrop One®, midiendo la absorbancia a 230 nm, 260 mn y 280 nm,
Se evalud la pureza mediante las relaciones 260/280 y 260/230. Segun Rodriguez 2020,
la relacion 260/280, cuyos valores ideales se situan entre 1.8 y 2,0 (valores menores
pueden indicar contaminacién por fenol o proteinas, y valores superiores, la presencia
de ARN), el espectrofotometro registré6 un valor de 2.04 para la muestra M8
(Metarhizium)v De igual manera, la relacién 260/230 debe encontrarse entre 1.8 y 2.2
para asegurar la ausencia de contaminantes como sales caotrdpicas o carbohidratos. La
muestra M8 (Metarhizium) arrojé un valor de 1.70 lo que indica que existe cierta

presencia de contaminantes, pero no afectan la calidad del ADN (Figura 5).
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Figura 5 Resullados de euanti/icacion de ADN U/ través de/ equipo A/ctnoDrop One¢.

10.4.2 Amplificacion de la regiéon ITS por PCR

Posteriormente, se realizé la amplificacion de la region delimitada por los primers ITSI e
ITS4. Segun Heredia 2022, las regiones ITS son los marcadores de nucleétidos mas

adecuados para el andlisis filogénico de hongos ya que permite determinar el géneroy

la especie.

La calidad de las amplificaciones obtenidas se analizd6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1.5 9/0. Al observar la migracion de las bandas en el gel, junto con un marcador
de peso molecular con fragmentos de tamafo conocido, se confirmé que los fragmentos
amplificados alcanzaron el tamafio esperado de 600 Pb. Como resultado, se obtuvieron

los datos que se presentan en la figura 6.

- e
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Figura 6 Electroforesis de fragmentos ITS amplificados por PCR. M: Marcador de peso molecular

de 100bp, G): Control negativo, 148: Metarhizium, Control positivo.

1004,3 Analisis bioinformatico

Para la identificacion molecular, se cargaron los datos de las secuencias crudas en el
software Geneious Prime v2025.0. Una vez eliminadas las secuencias de baja calidad se
obtuvo un porcentaje de calidad (HQ) de la muestra Metarhizium del 95% y una longitud

de 517bp (Figura 7). Finalmente, se obtuvo la secuencia de consenso.

S«guelte" Linea
Cantig View

General
General !

Figura 7 Analisis de las secuencias ITS de la muestra 11/18 en el software Geneious prime

v2025.0.

Se realizd un analisis BLAST de la secuencia consenso obtenida utilizando la base de datos
publicas del NCBI para identificar el microorganismo con mayor grado de identidad. Los

resultados indicaron que la muestra M8 corresponde a la especie Metarhizium anisopliae
con un 100% de identidad y un porcentaje de cobertura (query cover) del 99.61 %0 (Figura
8).

.......

I
[
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Figura 8 Resultado de/ alineamiento de la secuencia consenso versus las secuencias de/
NCBI utilizando la herramienta BLAST

El analisis molecular permitio realizar la caracterizacion genética del hongo a través del
estudio de la region ITS (Gavilanes, 2021). La identificacion molecular permitid
determinar que la muestra analizada contenia una unica cepa purificada de Metarhizium

anisopliae, lo que suguiere una identificacion precisa de la especie objetivo.

11. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS)
Los impactos generados en los ambitos, sociales, ambientales y econdmicos son los
siguientes:

11.1 Impacto social

El hongo Metarhizium reduce el uso de pesticidas quimicos, promoviendo una produccion
agricola mas ecologica, ademas ayuda a controlar plagas como la mosca blanca (Bemisia
fabaci), que afecta cultivos esenciales, asegurando mejores rendimientos y calidad de los
alimentos favoreciendo a pequefios y grandes agricultores al proporcionar una alternativa

natural y efectiva para el control de plagas.

Disminuye la exposicion a pesticidas sintéticos, reduciendo riesgos de intoxicaciones en
agricultores y consumidores y esto contribuye a la produccién de alimentos mas
saludables, sin residuos quimicos perjudiciales.

11.2 Impacto econémico

El uso de Metarhizium como posible biocontrolador dard una gran ventaja ya que resalta

un valor econdémico en la proteccion de cultivos, promoviendo practicas agricolas mas
sostenibles y econdmicamente viables, beneficiando a las familias agricultoras al reducir

las

pérdidas causadas por esta plaga y el agricu{tor tendra mas oportunidad de comercio de productos organicos

para la industria*
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11.3 Impacto ambiental
La aplicacion de pesticidas quimicos para el control de plagas genera. problemas

ambientales como la contaminacién del suelo y el agua, asi como la afectacion a
organisinos no objetivo. En este contexto, Metarhizium surge como una alternativa de
biocontrol eficaz y ecoldgica. Este hongo permite reducir el uso de agroquimicos,
minimizando su impacto ambiental y promoviendo précticas agricolas sostenible.
Ademas, su especificidad en el control de insectos reduce los riesgos para la biodiversidad

favoreciendo el equilibrio ecoldgico sin comprometer la productividad agricola.

12. PRESUPUESTO DEL PROYECTO
Tabla 4 Costos del proyecto de investigacion.

Materiales Cantidad | Precio Total
Medio de cultivo (PDA), ! $45.00 $45,00
Mechero de alcohol. $5.00 $5.00
Papel absorbentee 3 $2.75 $8.25
Guantes quirurgicose Una caja $3,00 $3.00
Parafilm Una caja $60,00 $60.00
Alcohol 4 $5.00 $2Eo0
[ 70% —

Aleohol 96% 3 $800 | $24.00
Tijera 1 3050 | o0
Marcador rrE— $1.00 $1.00
Agua destilada 3 galones | $5.00 $15.00
Papel aluminio 2 $2.75 $5.50

Cajas Petri cristal grande 60 $2.50 $150.00
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Estuche de diseccion 1 $16.00 $16.00
Asa de siembra 1 $2000  [$20.00
Bistu ri Una caja $10.00 $10.00
Plastico film Un rollo $5,00 $5.00
Materiales Cantidad Precio Total
Micropipeta 2 $35.65

Puntas de micropipeta 2 cajas $36.25 $72.50
Microtubos Una caja $10.25 $10.25
Microondas $1 15.00
Centrifugador 1 $464,00 $464,00
Vortex 1 $95.00 $95.00
Incubadora de bafio seco ! $182.00 | $182.00
Fuente de poder 1 $100.00 $100.00
Computadora : $655.00 $655.00
Transiluminador

Termocielador

Incubadora 1 ’

Blu jeice

Agarosa 1 TeTTTTTTTTT

SYBR $ o
Agua ultra pura $
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13. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

13.1 Conclusiones

investigacion.

TAE 1
Perlas de vidrio 1 $
Tris HCL - $ i
EDTA 3 !
1
CTAB
MCL
1 $
Mercaptoetanol I $
Cloroformo ' $
Etanol ! $
Acetato de sodio 1 $
OTROS COSTOS
Alimentacion 50 $5.00
Transporte 50 $3.0D
Total $25165.05
Total, de la $2,593.03

" En conclusidn, se identificé la presencia de Metarhizium en las muestras de suelo

de] barrio Llano Largo se observa macroscopicamente gran expansion de micelio

mediante sutiles cambios en el color y su textura. Por otro lado, también se

evidencia microscopicamente la forma de sus conidios, hifas ramificadas, esporas,

micelio y conidioforos lo cual estas son sus estructuras reproductivas del hongo,
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« Mediante la observacién del microscopio, se verifico la morfologia del hongo
Metarhiziitm, mediante el analisis de cuantificacion de ADN, en la muestra
analizada presenta relaciones de absorbancia dentro de los rangos ideales, lo que
indica que el ADN extraido estd adecuadamente purificado y es apto para
procedimientos posteriores de amplificacion y ratifico el laboratorio IDGEN, lo
que confirmo, que era Metarhizium anisopliae.

13,2 Recomendaciones

e Se recomienda desarrollar métodos alternativos mas accesibles y econémicos para
la reactivacion purificacion e identificacion de Metarhizium, especialmente
adaptados a las necesidades de ayicultores y pequefias comunidades agricolas,
también se recomienda usar el bistu*'i como medio de propagacion en las cajas
Petri dado los bajos niveles contaminacion.

e Se recomienda que la cepa de Metarhizium se evalué en campo, en el control de plagas

agricolas para poder saber su potencial de biocontrol.
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