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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion realizado en el Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Técnica de Cotopaxi tuvo como objetivo identificar morfoldgica y molecularmente
una cepa nativa de Beauveria spp, Se aplicd un enfoque bibliografico con un disefio descriptivo.
La metodologia fue de caracter cualitativo y la técnica de recoleccion de datos bioinformaticos,
fue in silico. Para la reactivacion de las cepas se utilizaron métodos de multiplicacion como bisturi,
palillos y asa de siembra. Entre los resultados, se determind que el bisturi resulto ser muy eficiente
para obtener el aislamiento de Beauveria spp, ya que mostré mayor esterilidad y se logr6 inhibir
la contaminacion de las cajas Petri por bacterias. Ademas, se identificé las caracteristicas
macroscopicas de Beauveria spp. y se logré reconocer diversas estructuras morfoldgicas
incluyendo hifas, conidioforos y conidios. También, se realizd la extraccién manual 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 amplificacion por PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa) de la region ITS (Internal Transcribed Spacer) del genoma del hongo y se verifico el
tamafio del fragmento mediante electroforesis horizontal. Las muestras amplificadas fueron
secuenciadas utilizando la secuenciacion Sanger, a través de la empresa IDGEN. Se realizd el
andlisis bioinformatico de las secuencias obtenidas utilizando el software Geneious Prime
v2024.0.7, y se compard la secuencia consenso frente a las reportadas en el NCBI (National Center
for Biotchnology Information) a través del pipeline de BLASTn (Basic Local Alignment Search
Tool). La identificacion molecular determino que el hongo correspondia a Trichoderma hamatum.
Se dejo establecidas las bases de los protocolos de extraccion manual de ADN de hongos, de
amplificacion por PCR de la region ITS y de analisis bioinformatico. En conclusion, es vital
identificar el género y especie de los hongos con los que se trabaja en el laboratorio con el objetivo
de determinar la diversidad de los microorganismos y su potencial en la utilizacion de los mismos
como controladores bioldgicos de plagas agricolas; y de este modo promover practicas, sostenibles
y amigables con el ambiente en el manejo de cultivos y ecosistemas.

Palabras clave: Beauveria spp, hongo, ADN, microorganismos, morfolégico, Trichoderma
hamatum.
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ABSTRACT

The objective of this research work was to morphologically and molecularly identify a native
strain of Beauveria spp, from the Microbiology Laboratory of the Technical University of
Cotopaxi. To reactivate the strains, multiplication methods such as scalpel, toothpicks and
seeding loop were used. It was determined that the scalpel turned out to be the most efficient
to obtain the isolation of Beauveria spp, since they showed greater sterility and managed to
inhibit the contamination of the Petri dishes by bacteria. The macroscopic characteristics of
Beauveria spp. Thus, it was possible to identify various morphological structures including
hyphae, conidiophores and conidia. Subsequently, the manual extraction of DNA from the
fungus was carried out, optimizing a protocol obtained from bibliographic sources and
adapting it to the conditions found in the Microbiology laboratory of the Agronomy major.
The protocol for PCR (Polymerase Chain Reaction) amplification of the ITS (Internal
Transcribed Spacer) region of the fungal genome was standardized and the size of the
fragment was verified by horizontal electrophoresis. Next, the amplified samples were
sequenced using Sanger sequencing, through the IDGEN Company. Finally, the bioinformatic
analysis of the sequences obtained was carried out using the Geneious Prime v2024.0.7
software, and the comparison of the consensus sequence against those reported in the NCBI
(National Center for Biotechnology Information) was carried out through the BLASTnN
application (Basic local alignment search tool). Through molecular identification, it was
determined that the fungus corresponded to Trichoderma hamatum. The bases of the protocols
for manual extraction of fungal DNA, PCR amplification of the ITS region and bioinformatic
analysis were established. It is necessary to carry out the molecular identification of fungi in
the laboratory since this way we can know their genus and specific species for which it will
contribute significantly to the characterization of microorganisms for the effective application
as biological controllers of agricultural pests, thus promoting sustainable and friendly
practices. With the environment in the management of crops and ecosystems.

Keywords: Beauveria spp, Fungus, DNA, microorganisms, molecular, morphological,
Sanger, Trichoderma hamatum.
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El uso de insecticidas puede causar graves impactos en la salud humanay en el medio ambiente.
A nivel de salud, los insecticidas pueden provocar efectos agudos como nauseas y dificultad
respiratoria, asi como efectos cronicos como cancer y trastornos neurologicos tras exposiciones
prolongadas. En el medio ambiente, estos quimicos no solo matan a plagas, sino también a
insectos beneficiosos como abejas, lo que puede afectar la polinizacién y la salud de los
ecosistemas. Ademas, pueden contaminar el suelo y el agua, y contribuir al desarrollo de
resistencia en las plagas, haciendo que los tratamientos sean menos efectivos con el tiempo
(Cepeda-Siller et al., 2018).

Los problemas asociados con el uso de insecticidas incluyen el DDT, que se ha vinculado con
el riesgo de cancer y una persistencia ambiental significativa. La atrazina, por otro lado, puede
contaminar las fuentes de agua, afectando la calidad de estos recursos. Ademas, los
neonicotinoides han demostrado reducir las poblaciones de polinizadores, lo que impacta
negativamente en la biodiversidad y la salud de los ecosistemas. Estos problemas subrayan la
necesidad de buscar alternativas mas seguras y sostenibles para el control de plagas. Para
mitigar estos dafios, es esencial aplicar insecticidas de manera racional, considerar métodos
alternativos de control, usar equipos de proteccion personal y seguir regulaciones que

promuevan practicas agricolas sostenibles (Basulto et al., 2022).

Este enfoque también permite combinarlo con otros métodos de control, como el manejo
integrado de plagas y préacticas culturales, lo que puede aumentar su eficacia y reducir los
riesgos relacionados con la resistencia de las plagas. Aunque la adopcion inicial de estos
métodos puede resultar en costos adicionales, a largo plazo, los beneficios en términos de
preservacion del medio ambiente, la salud humana y la sostenibilidad agricola compensan con

creces estas inversiones iniciales (Basulto et al., 2022).

Ecuador es un pais caracterizado por su mega biodiversidad y una agricultura variada, la
busqueda de biocontroladores nativos como Beauveria spp. Se alinea perfectamente con los
principios de la agroecologia y el manejo agroecoldgico. Este proyecto de investigacion tiene
como objetivo proporcionar una alternativa efectiva y viable para el control de plagas,

respetando los equilibrios naturales y promoviendo la seguridad alimentaria y el bienestar de



los agricultores locales. En Gltima instancia, este estudio aspira a contribuir a la construccién
de un sistema agricola en Ecuador que sea mas resiliente, sostenible y equitativo (Aguilera
et al., 2020) .

3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

3.1 Beneficiarios Directos

"La Universidad Técnica de Cotopaxi, a través de su carrera de Ingenieria Agronémica,

colabora estrechamente con los estudiantes de esta disciplina”.

4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

La mayoria de las enfermedades de plantas generalmente se controlan con fungicidas
quimicos, los cuales se aplican al suelo, semillas, follaje y fruto. Las consecuencias negativas
sobre la salud, la contaminacion del ambiente, la residualidad y el desarrollo de resistencia, ha
generado la busqueda de alternativas de reemplazo con la incorporacién de agentes biol6gicos
(Aguilera et al., 2020).

Los insecticidas pueden causar graves problemas de salud, como intoxicacion aguda y
enfermedades cronicas como cancer, y también tienen efectos negativos en el medio ambiente.
Afectan no solo a plagas, sino también a insectos benéficos como abejas, esenciales para la
polinizacion, y pueden contaminar suelos y aguas. Ejemplos probleméticos incluyen el
paracuat, un herbicida muy toxico, y el clorpirifds, que puede dafiar la salud neuroldgica y
contaminar aguas subterraneas. Para reducir estos impactos, es importante usar insecticidas de
manera responsable y considerar métodos de control alternativos y sostenibles (Tapia-Goné
et al., 2008).

Tenemos que tomar en cuenta que es muy necesario que los fungicidas en el control
fitosanitario es fundamental desarrollar tecnologias que fomente de forma facil, econémica y
efectiva obtener productos que conlleven microorganismos, con la calidad y cantidad
suficiente para su aplicacion masiva en las areas de cultivo. Beauveria spp., podemos decir
que se puede dar en diferentes medios y de nutrientes; para multiplicar varias veces en
condiciones in vitro tiene la capacidad de cultivarse sobre distintas medios de bajo costo
(Cepeda-Siller et al., 2018).



Los hongos antagonicos tienen caracteristicas que especifica bien sus posibilidades de
biocontroladores, posee un gran recurso patogénico y capacidad de producir epifitas; sin
embargo, se sabe que su produccién comercial e industrial presenta algunos inconvenientes
como el desconocimiento de sustratos alternativos eficientes, infraestructura y equipo minimo
necesario; situacion que ha limitado su desarrollo y utilizacion a mayor escala. Se ha utilizado
diferentes métodos para reproducir a Beauveria ssp; sin embargo, se sabe que representa un

costo elevado (Aguilera et al., 2020).



5. OBJETIVOS:

5.1 General

Identificar morfologica y molecularmente una cepa nativa de Beauveria spp. preservada en el
Laboratorio de la Carrera de Agronomia durante el periodo 2023-2024.

5.2 Especificos

- Reactivar las cepas nativas de Beauveria spp. del laboratorio de la carrera de
Agronomia.
- ldentificar morfoldgica y molecularmente de la cepa nativa de Beauveria spp.

- Detallar los costos del proyecto de investigacion.



6. ACTIVIDADES Y SISTEMAS DE TAREAS EN RELACION A
LOS OBJETIVOS PLANTEADOS

Tabla 1: Actividades a realizar en la investigacion

Objetivos Especificos Actividad (tarea) Responsable  Medio de verificacion
Reactivar las cepas » Multiplicar y purificar Erick Dennis « Iméagenes
nativas de Beauveria cepas de Beauveria spp. Farez Toapanta Caja Petri
spp. el laboratoriode la < Métodos de multiplicacion
carrera de Agronomia como bisturi, palillos y asa

de siembra.

Identificar morfoldgica Observar las caracteristicas = Erick Dennis « Iméagenes

y molecularmente de la macroscopicas y Farez Toapanta .  Micro Tubos
cepa nativa de microscépicas de los
Beauveria spp. hongos.

« Estandarizar un protocolo
de extraccion de ADN
segun las condiciones que
se encuentra el laboratorio
de la Carrera de Ingenieria

Agronoma.

- Estandarizar la
amplificacion por PCR de

regiones ITS de hongos.

« Secuenciar el ADN de la
cepas de hongos del
laboratorio a través de la

empresa IDgen.

« Realizar el analisis
bioinformatico.


https://docs.google.com/document/d/1fF1IABlqR1w2riXtdp7X9evyxiYP7TBv/edit#heading=h.4hr1b5p
https://docs.google.com/document/d/1fF1IABlqR1w2riXtdp7X9evyxiYP7TBv/edit#heading=h.4hr1b5p

« Detallar los costos del » Elaborar tablas de Erick Dennis » Tablas de Excel.
proyecto de presupuestos de Farez Toapanta
investigacion. investigacion.

Elaborado por: (Farez Erick, 2024).

7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

7.1 Clasificacion taxondémica Beauveria spp.

El hongo Beauveria spp. Es un tipo de hongo entomopatégeno incompleto que pertenece a la
division Ascomycota, la clase Sordariomycetes, el orden Hypocreales y la familia
Clavicipitaceae. Se destaca por su capacidad de reproducirse de manera asexual y por su

habilidad para atacar a una amplia variedad de especies de insectos (Tapia-Goné et al., 2008).

Tabla 2: Clasificacion taxondmica del Beauveria spp.

Taxonomia
Reino............ Fungi
Division.........Ascomycota
Clase............ Sordariomycetes
Orden............ Hypocreales
Familia......... Clavicipitaceae
Subfamilia...... Tillandsioideae
Género......... Beauveria.

Nota: Recuperado de (Almudena, 2022).
7.2 Beauveria spp.

Beauveria spp. es un hongo de amplia distribucién natural, se localiza con facilidad en diversos
ambientes, incluyendo suelos, rastrojos de cultivos, estiércol, asi como en plantas e insectos.
Este microorganismo fue uno de los cinco primeros en ser empleados para el control biologico

y se destaca por su prevalencia a nivel mundial (Wang et al., 2021).

Beauveria es un género de hongos entomopatogenos que se utilizan en la agricultura como

agentes de control bioldgico para combatir plagas de insectos. Estos hongos parasitan a los



insectos y los matan, ofreciendo una forma natural y sostenible de control de plagas (Merchan
Flores, 2022).

Algunas especies de Beauveria, como Beauveria bassiana, se utilizan en la produccion
comercial de bioinsecticidas y biofungicidas para proteger los cultivos de insectos y
enfermedades fangicas. Estos productos son seguros para el medio ambiente, los cultivos y los

seres humanos, ya que no contienen productos quimicos nocivos (Merchan Flores, 2022).

Beauveria spp es una herramienta Gtil en la agricultura organica y sostenible, ya que ayuda a
reducir la dependencia de los pesticidas quimicos y promueve la salud ambiental. Es importante
seguir las recomendaciones de uso y aplicacion para maximizar su eficacia y minimizar los

impactos no deseados en la biodiversidad (Zufiga-Castro & Quirds-Cedefio, 2021).

7.3 Donde se encuentra el hongo Beauveria spp

Beauveria spp es un hongo que se encuentra cominmente en la naturaleza y esta ampliamente
distribuido en suelos, rastrojos de cultivos, estiércol, asi como en plantas e insectos. Este
microorganismo es uno de los cinco agentes microbianos utilizados para el control bioldgico,

y es reconocido por su prevalencia a nivel mundial (Cepeda-Siller et al., 2018).

7.4 Plagas controladas por el hongo Beauveria spp

Beauveria spp 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 amarilla cuando el hongo comienza a esporular
(Aguilera et al., 2020).

Tabla 3: Plagas de importancia economia controladas con el hongo Beauveria spp.

Cultivo Plaga Hongos entomopatdgenos
Tomate Trips Beauveria spp.
Pimientos Chinches de cama Beauveria spp.
Rosas Escarabajos Beauveria spp.




Nota. Recuperado de (Aguilera et al., 2020)

7.5 Caracteristicas del hongo Beauveria spp

Las colonias de Beauveria spp se adhieren completamente al medio de cultivo y adoptan una

forma redonda, exhibiendo una estructura micelial blanca y esporulada (Almudena, 2022).

Los conidioforos muestran una ramificacion irregular, con aproximadamente 2-3 ramas por
septo, y tienen una longitud que oscila entre 4-14 um, con un diametro de 1.5-2.5 um (Tapia-
Goné et al., 2008).

Las fialides, por su parte, sse presenta de forma redonda un ensanchamiento en el &pice,
midiendo entre 6-13 um de longitud y 2-4 pm de diametro (Almudena, 2022).

Los conidios, generalmente uninucleados, tienen una longitud que varia entre 3-9 um y un
didmetro de 1.5-3.5 um (Almudena, 2022).

Se conoce que presenta la temperatura y la humedad son elementos clave en el proceso de
infeccion y reproduccion del hongo cuando se han expuesto a agentes externos. En un
ambiente controlado de laboratorio, los conidios del hongo pueden comenzar a germinar
aproximadamente después de 12 horas, siempre que la temperatura se encuentre entre 20 y

30°C y la humedad relativa sea superior al 90% (Almudena, 2022).

Imagen 1: Cultivos del hongo Beauveria spp.

Fuente: (Farez Erick, 2024)

7.6 Temperatura de crecimiento de Beauveria spp
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La temperatura Optima para el crecimiento y la actividad de Beauveria spp varia segun la
especie y las condiciones especificas del medio ambiente. Sin embargo, en general,

Beauveria spp prospera en temperaturas moderadas y calidas (Wang et al., 2021).

En condiciones de laboratorio y en aplicaciones de control bioldgico, se ha observado que
Beauveria spp suele crecer bien en una temperatura entre aproximadamente 20°C y 30°C.
Dentro de este rango, la mayoria de las especies de Beauveria spp pueden germinar,

colonizar y esporular eficientemente (DANNON et al., 2020).

Se debe tomar muy en cuenta que las diferentes cepas de Beauveria spp pueden tener
preferencias ligeramente diferentes en cuanto a la temperatura Optima de crecimiento.
Ademas, factores como la humedad relativa y la disponibilidad de nutrientes también influir
en la capacidad del hongo para crecer y prosperar. el tejido del insecto, colonizando

totalmente el cuerpo del insecto (Almudena, 2022).

7.7 Mecanismos de accion del hongo Beauveria spp

Este hongo tiene la capacidad de infectar a insectos y otros artrépodos, causando su muerte
a través de la invasion de sus tejidos y la liberacion de toxinas. Una vez que el huésped ha
sido infectado, el hongo se reproduce y se dispersa a otros individuos de la misma especie.
El entomopatdgeno se ha utilizado de manera efectiva como biocontrolador de plagas en la
agricultura, ya que ataca selectivamente a ciertos insectos sin afectar a otros organismos no
objetivo (Sun et al., 2023).

El proceso comienza cuando una espora se adhiere a la cuticula del insecto, generando un
tubo germinativo y un apresorio que facilita la penetracion en el insecto. Para la penetracion,
se emplean dos mecanismos: uno fisico, que rompe las areas esclerosadas y membranosas
de la cuticula, y otro quimico, que implica la accion enzimatica (proteasas, lipasas y
quitinasas), causando la descomposicion del tejido en el sitio de penetracion (Sun et al.,
2023).

7.8 Microorganismos Benéficos.

Los microorganismos beneficiosos son organismos pequefios presentes en el suelo que
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tienen efectos positivos en los ecosistemas agricolas y en la salud del suelo. Estos
microorganismos, como bacterias y hongos, contribuyen a la descomposicion de la materia
organica, la fijacion de nitrégeno, la prevencién de enfermedades del suelo y el
favorecimiento del crecimiento de las plantas. Beauveria, un hongo que afecta a los insectos
de manera negativa, puede ser beneficioso al controlar las poblaciones de plagas que
perjudican las cosechas (DANNON et al., 2020).

Ademas, Beauveria spp. puede colaborar con otros microorganismos beneficiosos al
descomponer los restos de insectos muertos, liberando nutrientes en el suelo que son
utilizados por las plantas. Sin embargo, es importante considerar las interacciones complejas
entre Beauveria spp. y otros microorganismos beneficiosos, asi como su influencia en la

dinamica del suelo y la salud del ecosistema agricola (Tofifio Rivera et al., 2018).

Los microorganismos beneficiosos, como Beauveria, pueden ser una valiosa herramienta
para promover la sostenibilidad en la agricultura al ofrecer alternativas naturales para el
control de plagas y mejorar la fertilidad del suelo. La presencia de Beauveria puede reducir
la necesidad de pesticidas quimicos, fomentando précticas agricolas mas respetuosas con el
medio ambiente a largo plazo. Ademas, la interaccion entre Beauveria y otros
microorganismos benéficos en el suelo puede incrementar la diversidad microbiana y
favorecer una mayor estabilidad del ecosistema. En conjunto, la presencia y la interaccion
de estos microorganismos beneficos, incluido Beauveria, pueden tener un impacto positivo
en la productividad agricola y la salud del suelo, contribuyendo a mantener sistemas

agricolas mas resilientes y equilibrados (Aguilera et al., 2020).

7.9 Impacto de los Microorganismos Benéficos en el suelo.

Los microorganismos beneficiosos en el suelo son fundamentales para la salud del suelo y
la productividad agricola. Se conoce que su funcion principal es descomponer, liberacion de
nutrientes esenciales, fijacion de nitrogeno atmosférico, control de enfermedades del suelo
y mejora de la estructura del suelo. Su actividad favorece la fertilidad del suelo, presenta una
disponibilidad en plantas y la sostenibilidad a largo plazo de la agricultura, lo que contribuye

al desarrollo de sistemas agricolas resilientes y saludables (Wang et al., 2021).

7.10 Influencia de la biodiversidad de microorganismos benéficos en el suelo.
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La biodiversidad de microorganismos benéficos en el suelo ejerce una influencia
significativa en la salud y la fertilidad del ecosistema del suelo. Esta diversidad microbiana
contribuye a multiples funciones ecoldgicas, descompone la materia, la fijacion de
nitrégeno, la produccion de enzimas y la supresion de enfermedades del suelo (Davila Tafur,
2018).

Cuanta mayor sea la diversidad de microorganismos beneficiosos, mayor seré la capacidad
del suelo para mantener su estructura y funcionamiento, posee una mayor resistencia a
enfermedades y una mayor capacidad para tolerar condiciones ambientales adversas
(Galindo Soracé & Pulido, 2019).

Ademas, la biodiversidad de microorganismos en el suelo contribuye a la estabilidad del
ecosistema y al mantenimiento de la productividad agricola a largo plazo al proporcionar
servicios ecosistémicos esenciales para la sostenibilidad de los sistemas agricolas y la
biodiversidad global del suelo. En resumen, la biodiversidad de microorganismos benéficos
en el suelo es fundamental y la sostenibilidad de los sistemas agricolas y ecologicos (Davila
Tafur, 2018).

7.11 Utilizacion de los Microorganismos Benéficos en el suelo.

e Promocion de la salud del suelo: Los microorganismos beneficiosos contribuyen al
suelo y mejorar su estructura, fertilidad y capacidad para sostener la vida vegetal
(Castro Lopez et al., 2019).

e Fertilizacion natural: Los microorganismos benéficos desintegran la materia organica,
liberando nutrientes esenciales que las plantas necesitan para crecer y desarrollarse
(Castro Lopez et al., 2019).

e Control de enfermedades: los microorganismos poseen la capacidad de suprimir
patdgenos del suelo, reduciendo la incidencia de enfermedades en las plantas (Ramirez,
2019).

e Reduccién de la dependencia de quimicos: La utilizacion de microorganismos

beneficiosos permite a los agricultores reducir su itilizacion de fertilizantes,
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promoviendo préacticas agricolas mas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente
(Merchan Flores, 2022).

e Mejora del rendimiento de los cultivos: Los microorganismos benéficos, como los
hongos micorrizicos, pueden aumentar el rendimiento de los cultivos al facilitar la

absorcion de nutrientes y mejorar la resistencia (Aguilera et al., 2020).

e Conservacion de la biodiversidad del suelo: La diversidad de hongos beneficiosos en el
suelo contribuye a la biodiversidad del ecosistema y a su estabilidad a largo plazo
(Zdfiga-Castro & Quirds-Cedefio, 2021).

7.12 Actividades que desempefian los Microorganismos Benéficos en el suelo

e Descomposicion de materia organica: Beauveria spp. puede contribuir a la
desintegracidn de materia organica al descomponer los restos de insectos muertos en el

suelo, dando nutrientes a todo tipo de pantas (Merchan Flores, 2022).

e Fijacion de nitrogeno: Aunque Beauveria spp. no fija directamente nitrégeno, al
controlar las poblaciones de insectos, reduce la materia organica que los insectos
consumen, lo que puede liberar nitrogeno en la tierra a traves de la descomposicion
(DANNON et al., 2020).

e Sintesis de vitaminas y hormonas: Se ha demostrado que Beauveria spp. promueve el
crecimiento y los beneficios de las plantas al inducir respuestas hormonales y aumentar

la produccion de metabolitos secundarios que benefician a las plantas (Ramirez, 2019).

e Produccion de enzimas: Beauveria spp. produce una variedad de enzimas que le

permiten descomponer la cuticula de los insectos y colonizarlos (Davila Tafur, 2018).

e Control de plagas: Beauveria spp. es conocido por su capacidad para manejar
poblaciones de plaga. Al infectar y matar a estos insectos, ayuda a regular las
poblaciones y protege las plantas de dafios significativos, lo que contribuye a la salud

general del ecosistema agricola (Sun et al., 2023).
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e Promocion de la biodiversidad: Al interactuar con otros microorganismos en el suelo
y con el entorno de las plantas, Beauveria spp. puede promover la diversidad. Su
presencia y actividad en el suelo pueden crear un ambiente favorable para una variedad
de organismos beneficiosos, lo que contribuye a un ecosistema agricola méas equilibrado
y resiliente (Sun et al., 2023).

e Estimulo del crecimiento de las raices: Se ha observado que Beauveria spp. promueve
el crecimiento de las raices de las plantas al establecer una relacion simbiotica con ellas.
Esta asociacion puede aumentar la capacidad de las plantas para absorber agua y
nutrientes del suelo, mejorando su salud y su resistencia a condiciones adversas (Wang
etal., 2021).

e Reduccién del uso de pesticidas: Al proporcionar un método de control de insectos,
Beauveria spp. puede reducir la necesidad de pesticidas quimicos en la agricultura. Esto
tiene como beneficio a la salud humana al disminuir la exposicion a productos quimicos

nocivos y promover practicas agricolas mas sostenibles (Sun et al., 2023).

8. VALIDACION DE LAS PREGUNTA CIENTIFICA O HIPOTESIS

8.1 Pregunta Cientifica

“;Cuales fueron los beneficios al realizar un analisis molecular en el laboratorio de la carrera

de Ingeniera Agronoma de la Universidad técnica de Cotopaxi en el periodo 2023-2024?”
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9. METODOLOGIA

9.1 Tipos de investigacion

9.1.1 Investigacion bibliografica

Este proceso implica la busqueda y recopilacion de informacién bibliografica disponible,
incluyendo articulos cientificos, libros, tesis y documentos relacionados con el tema de los
agentes biocontroladores. Se lleva a cabo un anélisis exhaustivo de esta informacion, resaltando
los aspectos mas relevantes y pertinentes para la elaboracion del documento del proyecto de
investigacion. Este enfoque permite la construccion de nuevos conocimientos y aporta al

desarrollo de la investigacion en cuestion.

9.2 Métodos de investigacion

9.2.1 Cualitativo

La observacion detallada de las caracteristicas fisicas del hongo (morfoldgicas), asi como el
analisis de su composicion genética y molecular. Esto implica identificar y describir aspectos
como la forma, el tamafio, el color y las estructuras del hongo, asi como determinar su identidad

genética y posiblemente su variabilidad genética (molecular).

9.3 Ubicacidn de la investigacion

La presente investigacion se realizé en la Universidad Técnica de Cotopaxi campus Salache,
esta dentro del perimetro rural canton 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 Materiales y reactivos.
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Los materiales y reactivos utilizados para la presente investigacion se detallan en la tabla 4.

Tabla 4: Materiales y reactivos utilizados para realizar la investigacion

Materiales Reactivos
e PDA
e Cajas Petri (40 unidades) e Alcohol al 96% (15 litros)
Asa de siembra metalica (1 unidad) e Agua destilada (5 litros)
e Estuche de diseccion (1 unidad) e Cloro (10 litros)
e Hisopos (200 unidades) e Buffer de extraccion (500ul)
e Palillos (30 unidades) e Tris HCL(100Mm)
e Papel absorbente (3 unidad) e EDTA (20Mm)
e Papel aluminio (4 rollos) e CTAB (25%)
e Mechero (1 unidad) e NaCl (1.4M, pH=8)
e Jeringuilla de 10 ml (4 unidades) e [(-mercaptoetanol (2ul)
e Cémara de flujo (1 unidad) e Cloroformo (500ul)
e Agua destilada (5 litros) e Etanol (70%-96%)
e Guantes quirargicos (50 unidades) e Acetato de Sodio (3M)
e Papel film (30 metros) e Agua ultra pura (50ul)
e Puntas de micropipeta(100-200ul) e DreamTaq 2X (12,5ul/Rx)
e Microtubos (2ml-1.5ml) e Primer ITS1 (2,5ul/Rx)
e Perlas de vidrio (3 unidades) e Primer ITS4 (2,5ul/Rx)
e Parafina (1 rollo) e Agarosa (0,75Q)
e Alcohol (70%) e Buffer Juice (50ul) TAE 1X
e Syber Safe (1,75ul)

Elaborado por: (Farez Erick, 2024)

9.5 Equipos utilizados para realizar la investigacion

Los equipos utilizados para la presente investigacion se detallan en la tabla 5.

Tabla 5: Equipos Utilizados.

Equipos del laboratorio Marca Modelo Cantidad
Autoclave TUTTNAVER 2540M 1
Incubadora REBELK RI-50 1
Céamara de flujo laminar BIOBASE BBS-DDS. CN BBS-H1300 1
Balanza HOCHOICE HC500 1
Microondas GENERAL ELECTRIC JES710wk 1
Centrifuga HERMLE Z160M 1
Vortex SCIENTIFIC 2DIGITAL 1
Termo bloque BOECO GERMANY DBI-100 1
Fuente de poder ENDURO 3000V 1
Computadora SAMGSUNG S19b300 1
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Espectrometro LADNET 1365CBS 1
Termociclador BOECO 100-110V,50-60Hz 1
Micropipeta BOECO 9610220-9619220 2
Transiluminador 1

Elaborado por: (Farez Erick ,2024)

9.6 Metodos de multiplicacion

Se emplearon técnicas estandar para cultivar, identificar y estudiar hongos. Inicialmente, se
cultivaron en medios de cultivo PDA con el objetivo de obtener colonias individuales.
Posteriormente, se realizé un andlisis tanto microscépico como macroscépico de las colonias.
La siembra en medios selectivos facilitd el aislamiento y la distincion de las diferentes
especies fangicas. Las incubaciones se llevaron a cabo a una temperatura de 26°C, y se
realizaron pruebas moleculares para asegurar una identificacién precisa. Estas técnicas

permitieron un estudio detallado del hongo en cuestion (Akter et al., 2023).

« Meétodo de Transferencia con Bisturi o Inoculacion por Corte

Para la multiplicacion de hongos en cajas de Petri utilizando un bisturi, primero se prepararon
todos los materiales y equipos en condiciones estériles, incluyendo el bisturi y las cajas de
Petri. Se seleccion6 una colonia de hongo saludable, se corté un fragmento con el bisturi
estéril y se transfirio al medio de cultivo PDA, manteniendo la esterilidad para evitar
contaminacion. Se incubd bajo condiciones de 26°C de temperatura y de 70% a 100%
humedad relativa. Posteriormente, se observo el crecimiento del hongo y se realizaron
analisis adicionales segun sea necesario. Este procedimiento aseguro la propagacion eficaz y

controlada del cultivo de hongos para su estudio (Davila Tafur, 2018).

e Método de Inoculacion con Palillo o Técnica de Inoculacion con Palillo

En la recoleccion de cepas obtenidas en la Universidad Técnica de Cotopaxi, se utilizaron
palillos estériles para recoger muestras de hongos, que luego se transfirieron al medio de
cultivo en las placas. Este procedimiento permitié aumentar la cantidad de colonias
formadas, facilitando la purificacion de las mismas. Cuantas mas colonias se obtuvieron,

mejor fue la calidad del resultado para el analisis molecular(Tapia-Goné et al., 2008).
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e Método de Siembra con Asa de Inoculacion o Inoculacién por Asa
Las asas de siembra (a veces llamadas microestriadores o varillas de inoculacion) se utilizaron
como dispositivos de mano para inocular medios de crecimiento de placas o tubos con
microorganismos como bacterias o levaduras antes de la incubacion, la multiplicacién vy el

crecimiento (Aguilera et al., 2020).

Reactivacion de Beauveria spp.

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
el aislamiento de los hongos se realizo con la técnica del rayado (Sarabia & Roo, 2014).

Para la reactivacion se prepar6 en 200 ml de agua destilada con 7,8 g de (PDA) para 10 cajas
Petrilas asas de siembra y pinzas se colocaron en el autoclave con un tiempo de 40 minutos
a una temperatura 26 °C. Para la esterilizacion y preparacion del medio, los materiales fueron
retirados del autoclave. Se desinfecto la camara de flujo laminar donde se trabajo con las
muestras y todos los materiales necesarios como: mechero con alcohol 96%, cajas Petri de
60x15 mm, alcohol al 96% en un vaso de precipitacion para la desinfeccion de asas de

siembray pinzas, para el aislamiento (Sun et al., 2023).

Se obtuvieron muestras de los hongos aislados mediante el uso de un asa, se colocé sobre
portaobjetos y cubiertas con un cubreobjetos. Luego, se colocaron los portaobjetos en el
microscopio y se visualizd a través del lente objetivo (20x/0.40Phl.). La finalidad fue
observar estructuras que se formaron durante el crecimiento del hongo en el medio de cultivo
(Akter et al., 2023).

1000'ml————39g_X_200*39_7
200————-X 1000 "

89
Imagen 3: Férmula para la preparacion del medio de cultivo (PDA)

Se colocaron en cada caja Petri 20 ml de medio (PDA), se esperé dos minutos para que el
medio se enfrie. Se utilizaron varias técnicas de multiplicacion como es con hisopos, palillos

y asa de siembra luego de haber multiplicado, se rotularon las cajas con la fecha, nimero de
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muestra, nombre del responsable, el medio de cultivo que se utiliz6 fue sellado con papel
film y llevado a incubacién a 26 °C durante los 7 dias (Akter et al., 2023).
Se obtuvieron imagenes de las muestras de Beauveria spp. recolectadas en el laboratorio para

su visualizacion bajo el microscopio (Ramirez, 2019).

9.7 Antibi6tico (Megacilina)

La aplicacion del antibidtico inhibe el desarrollo, crecimiento y reproduccion de bacterias que
afectan a la propagacion de las colonias formadoras de hongos. Para un analisis molecular se
necesita una obtencion pura del hongo. Se utilizé antibi6tico para evitar el crecimiento de

bacterias en el medio de cultivo del Hongo y para obtener un cultivo puro (Sun et al., 2023).

9.8 Protocolo estandarizado de extraccion de ADN

Para la extraccién de ADN a partir del crecimiento de hongos en medio PDA, se tomaron
aproximadamente 50-100 mg de micelio y se colocaron en un microtubo de 2 mL. Se afiadieron
tres perlas de vidrio, 500 pL de buffer de extraccion (Tris HCI 100 mM, EDTA 20 mM, CTAB
2.5% w/v, NaCl 1.4 M, pH 8) y 2 uL de B-mercaptoetanol al microtubo. Se realizdé una
disrupcion mecanica vigorosa utilizando un vortex durante 1 minuto para lograr una adecuada
maceracion del micelio. El microtubo se incubd en un termobloque a 60°C durante 30 minutos,
invirtiendo los tubos generosamente en intervalos de 10 minutos. Se afiadio 500 pL de
cloroformo frio al microtubo y se homogeniz6 con vértex. Se dejé reposar la mezcla durante 2

minutos y se centrifugo a 14,200 rpm durante 8 minutos para la separacion de fases.

A continuacion, el sobrenadante se transfirié a un nuevo microtubo de 1.5 mL y se afiadié un
volumen igual de etanol absoluto frio, 150 pL de acetato de sodio 3M y 300 uL de etanol al
70% para precipitar el ADN. La mezcla se dejo reposar durante 2 horas a -20°C. Tras 2 horas,
se centrifugd a 14,200 rpm durante 17 minutos para obtener el pellet de ADN en el fondo del
tubo, y se descartd el sobrenadante. El pellet se lavé utilizando 200 pL de etanol al 70% con
una micropipeta. Se homogenizé por pipeteo y se centrifugd a 14,200 rpm durante 2 minutos.

Este lavado se repiti6 con etanol al 70% y luego con etanol al 96%.

Finalmente, el pellet se dejé secar bajo flujo de aire en la cabina durante 30 minutos, hasta que

ya no se observaron gotas de etanol en el tubo. El pellet se resuspendi6 en 50 uL de agua ultra
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pura. La solucién se incubd a 37°C durante 30 minutos y posteriormente se almacend a -20°C.

Para verificar la integridad del ADN extraido del hongo, se realiz6 una electroforesis en gel de
agarosa. Se prepar6 un gel al 1% (p/v), disolviendo 0.5 g de agarosa en 50 ml de buffer TAE
1X, y se incorpord 1,75uL de Syber Safe para la tincion de los acidos nucleicos.

Una vez solidificado, el gel se coloco en la cdmara de electroforesis con los pocillos orientados
hacia el polo negativo, y se llend la cAmara con buffer TAE 1X. Se cargd un marcador de peso
molecular de 1kb en el primer pocillo, en los siguientes pocillos se afiadieron 5 pL de muestra
de ADN Baul mezclada con 1uL de Blue Juice, 5uL de muestra de ADN Bau2 mezclada con

1uL de Blue Juice. La electroforesis se llevd a cabo a 110 V durante 30 minutos.

9.9 Cuantificacion de ADN

La cuantificacion del ADN extraido se llevd a cabo utilizando un espectrofotdmetro
NanoDrop Onec. Para realizar la medicion, se seleccionod la funcion predeterminada para
cuantificacion en micro volumen en la pantalla del instrumento. Se utiliz6 agua ultra pura
como blanco para calibrar el equipo y se limpiaron los dos pedestales (superior e inferior) con
un pafo anti-pelusas antes y después de cada medicion. Las muestras fueron descongeladas a
temperatura ambiente antes del andlisis. Se colocaron 2 uL de cada muestra en la superficie
del lector, y luego se bajo el pedestal para iniciar la lectura automatica del dispositivo. El
equipo midio la concentracion de acidos nucleicos a 230nm, 260nm y 280nm. Se evalu6 la
pureza mediante la relacion 260/280 y 260/230.

9.10 PCR para la amplificacion de regiones ITS

Para la amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizaron 4 microtubos
con ADN de la muestra Baul, ADN de la muestra Bau2, control positivo y control negativo, se
utilizo la enzima DreamTaq™. El volumen final de amplificacion fue de 25uL que contenia
12,5uL de DreamTaq 2X, 2,5uL de cada Primer ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) 10uM; 2,5uL de agua ultra pura y 5uL. de ADN de cada
muestra a concentracion de 10ng/uL. La amplificacion se realizd en el termociclador
convencional Boeco TC-TE, utilizando el perfil térmico que incluyé 3 minutos de denaturacion
a 95 °C, seguido de un ciclaje de Denaturacion a 95°C por 30 segundos; Annealing a 55°C por
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30 segundo y Extension a 72°C por 1 minuto por 35 ciclos; una extension final a 72 °C por 5

minutos, y un tiempo indefinido de reposo a 4°C.

Para verificar el tamafio de la region ITS (600bp) amplificada del hongo, se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% (p/v), disolviendo 0.75 g de agarosa en 50 ml de buffer
TAE 1X, y se incorpord 1,75uL de Syber Safe.

Una vez solidificado el gel, se lo coloco en la cAmara de electroforesis con los pocillos
orientados hacia el polo negativo, y se llend la cdmara con buffer TAE 1X. Se cargd un
marcador de peso molecular de 100bp en el primer pocillo, en los siguientes pocillos se
afiadieron 5 L de control negativo, 5uL de muestra Baul, 5uL muestra Bau2 y 5uL de Control

Positivo. La electroforesis se llevo a cabo a 110 V durante 30 minutos.

9.11 Secuenciacion y Analisis Bioinformatico

Se envi0 a secuenciar los productos de amplificacion de la region ITS a la empresa IDgen para
realizar la secuenciacién usando la técnica de Sanger. Los resultados se recibieron en formato
FASTA junto con los electroferogramas correspondientes. Para la identificacion molecular, se
cargaron los datos de las secuencias crudas en el software Geneious Prime v2024.0.7, se
eliminaron las secuencias de baja calidad, se realizé el alineamiento de novo con las secuencias

ITS1 e ITS4 de cada muestra, se reviso el alineamiento y se obtuvo la secuencia consenso.

Se comparo la secuencia consenso frente a todas las secuencias reportadas en el NCBI (National
Center for Biotechnology Information) a través de la ejecucion del BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool). Se identific el microorganismo al que pertenecia la regién de ITS

amplificada. Se trabaj6 por duplicado para corroborar los resultados.

10.ANALISIS Y DICUSION DE RESULTADOS
10.1 Observacién macroscopica de Beauveria spp.

Observacion macroscopica durante los 7 dias de crecimiento del hongo Beauveria spp con

una temperatura de 26°C en la incubadora.
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Dia 2

Imagen 4: Crecimiento radial de (Beauveria spp), en medio de cultivo PDA durante los 7
dias de desarrollo

Elaborado por: (Farez Erick,2024)

Crecimiento del hongo al 2 dia:

Beauveria sembradas en el agar PDA, apenas visibles a simple vista.

Crecimiento del hongo al 3 dia:

Comienzan a observarse pequefias colonias de Beauveria de color blanco o gris claro en el
agar PDA.

Crecimiento del hongo al 5 dia:

Las colonias de Beauveria en la caja Petri crecieron y se expandieron, presentando un aspecto
mas denso y compacto. El crecimiento de Beauveria en el agar PDA continud. Las colonias
se expandieron alin mas y se pudo observar pequefas estructuras reproductivas como conidios
0 esporas.

Crecimiento del hongo al 7 dia:

Las colonias de Beauveria en la caja Petri alcanzaron su maximo crecimiento, cubriendo
gran parte del agar y mostrando una apariencia caracteristica de hifas. El crecimiento se
mantuvo estable, y se observo que las colonias empezaron a cambiar de color y textura,

indicando que estaba comenzando la produccién de esporas maduras.
Es importante recordar mantener las condiciones adecuadas del 70-100% humedad relativa,
26°C temperatura para favorecer el crecimiento de Beauveria spp en la caja Petri y observar

su desarrollo dia a dia.

Se observo que las colonias de Beauveria spp. en medio de cultivo PDA presentaron una
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apariencia distintiva a medida que crecieron. Al principio, las colonias eran pequefias y de
color blanco a gris, con una textura algodonosa y un crecimiento en hifas que se extendian
hacia fuera. Con el tiempo, las colonias se expandieron para cubrir gran parte del agar,

mostrando un crecimiento denso y una textura mas aterciopelada.

A medida que las colonias alcanzaron su maximo crecimiento, empezaron a cambiar de
color, adquiriendo tonalidades que variaban de blanco a beige e incluso a tonos como
amarillento en la base de la caja Petri. La textura también se volvié mas rugosa y con una
apariencia mas granular. Estos cambios indicaron que la produccién de esporas maduras

estaba en proceso, lo cual es tipico para Beauveria spp. en condiciones de cultivo.

Tabla 6: Caracteristicas morfologicas de Beauveria spp vistas a través del microscopio.

Partes Descripcion Fotografia

Micelio Se observo en el medio de cultivo PDA, una
red densa de hifas blancas a gris claro, que se
extendia de manera radial desde el punto de
inoculacion. Las hifas tenian una textura
algodonosa y aterciopelada, y con el tiempo,
el micelio adquiri6 tonalidades mas oscuras y
una textura rugosa a medida que se
desarrollaba y comenzaba la produccion de

esporas.

Conidioforos | Los conidiéforos pueden tener una
longitud que va desde 50 hasta 200
micrémetros, y un diametro de alrededor
de 2 a 5 micrémetros, nuevamente

dependiendo de la especie y las

condiciones de crecimiento. En la imagen
se observé conidiéforos individuales
ampliamente ramificados Células conidios
génicos (fidlides) formando una capa densa

(himenio).
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Conidios | Los conidios tipicamente tienen una

longitud que oscila entre 5 y 10
micrémetros, y un diametro de 2 a 5
micrémetros. Estas medidas también
pueden variar segun la especie y las
condiciones ambientales. Se observd

conidios aceptados, cilindricos a elipsoidales

formando cadenas; adheridas lateralmente.

Elaborado por: (Farez Erick ,2024)

10.2 Observacion microscépica

Para la identificacion del hongo que fue cultivado y aislado en el laboratorio de la
Universidad Técnica de Cotopaxi, se mantuvo en incubacién durante un periodo de 7 dias a

una temperatura de 26°C.

Tabla 7: Equipos de laboratorio.

Equipo Marca Modelo Cantidad
e Microscopio OLYMPUS CX31RBSFA 1

Elaborado por: (Farez Erick ,2024).

En el microscopio, se pudo observar que Beauveria es un hongo entomopatdgeno con una
apariencia filamentosa. Sus hifas son delgadas y ramificadas, formando una red de
filamentos que se extienden por el sustrato de crecimiento. También se pueden observar
esporas de forma ovalada o alargada, que son las estructuras reproductivas del hongo. En
general, Beauveria presenta una apariencia similar a otros hongos filamentosos, pero su
capacidad para infectar insectos lo distingue de otros géneros flngicos. Ya que tiene

estructuras como micelio, conidioforos y conidios (Ibarra, 2022).
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Imagen 5: Visualizacion de Beauveria spp en el microscopio.

Elaborado por: (Farez Erick ,2024).
10.4 Identificacion molecular.
10.4.1. Extraccion de ADN y Cuantificacion.

Para la extraccion manual de ADN a partir del crecimiento de hongos en medio PDA, se
optimizo un protocolo basado en fuentes bibliogréaficas y adaptadas a las condiciones del
laboratorio de Microbiologia de la carrera de Agronomia. Obteniendo 2 muestras Baul y Bau?2
de dos diferentes medios PDA. Para verificar la integridad del ADN extraido, realicé una
electroforesis en gel de agarosa al 1% con un marcador de peso molecular de 1 kb y muestras
de ADN de Baul y Bau2, cargadas con Blue Juice. La electroforesis se llevé a cabo a 110 V

durante 30 minutos, confirmando que era de buena calidad el ADN obtenido.

La cuantificacion del ADN extraido se llevdo a cabo utilizando un espectrofotometro
NanoDrop Onec. El equipo midi6 la concentracién de acidos nucleicos a 230nm, 260nm y

280nm. Se evaluo la pureza mediante la relacion 260/280 y 260/230

Para evaluar la pureza del ADN, se utiliz6 el indice de absorbancia 260/280, con un rango
ideal entre 1.8 y 2.0 para considerar una muestra como pura. Valores inferiores a este rango

pueden indicar contaminacion por fenol o proteinas, mientras que valores superiores a 2.0
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podrian sugerir la presencia de ARN en la muestras. El espectrofotometro arrojé resultados
para las muestras Baul y Bau2 con relaciones 260/280 de 2.04 y 2.05, respectivamente. Estos
valores se encuentran dentro del rango indicando que las muestras estan adecuadamente
purificadas. Por lo tanto, el ADN extraido de ambas muestras es adecuado para

procedimientos posteriores de amplificacion.

La absorbancia a 230 nm puede detectar contaminantes como sales caotropicas o
carbohidratos, por lo que la relacién 260/230 debe estar entre 1.8 y 2.2 para considerar que la
muestra esta limpia. Un valor mas bajo indica una mayor presencia de contaminantes, lo cual
podria afectar la funcionalidad de la muestra. El espectrofotometro arrojé resultados para las
muestras Baul y Bau2 con relaciones 260/230 de 1.81 y 1.84, respectivamente. Estos valores
se encuentran dentro del rango indicando que las muestras estan adecuadamente purificadas.
Por lo tanto, el ADN extraido de ambas muestras es adecuado para procedimientos posteriores

de amplificacion.

Report Configutaton Print

#  SamplelD Username DaleandTme  NuclcAcd Unt  A260(Abs) A280(Abs) 260280 260230  Sample Type
{ B franc 03-Ju-24 10:58 AW -0 4 ngyl 0009 0012 075 42 DNA
2 Baut franc 03-Ju-24 11:00AM 1562 g (1125 0552 204 181 DNA
3 Bau franc 03-Ju-24 11:02AM 688 g 1376 0670 200 184 DN

Imagen 6: Resultados de cuantificacién de ADN a través del equipo NanoDrop One-.

10.4.2. Amplificacion de la region ITS por PCR

En el primer pocillo se cargd un marcador de peso molecular de 100 bp. Los siguientes pocillos
se llenaron con 5 pL de control negativo, 5 pL de la muestra Baul, 5 pL de la muestra Bau2 y

5 uL de control positivo, logrando asi obtener los resultados que se observa en la imagen 7.

Con base en los resultados de la cuantificacion del ADN gendémico, se seleccidnaron las
muestras del hongo que tuvieron una excelente concentracion y pureza segun la relacion
260/280 y 260/230. Las dos muestras elegidas a partir del protocolo optimizado, fueron
amplificadas para las regiones ITS1 e ITS4. La calidad de los amplicones obtenidos se evaluo

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. Al analizar la migracion de las bandas en el
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gel, junto con un marcador de peso molecular con fragmentos de tamafio conocido, se observo

que los fragmentos alcanzaron el tamafio esperado, el cual fue de 600pb.

ok

Baul Bau2 (+)

Imagen 7: Electroforesis de PCR de la muestras Baul y Bau2

10.4.3. Analisis Bioinformatico

Para la identificacion molecular, se cargaron los datos de las secuencias crudas en el software
Geneious Prime v2024.0.7. Una vez eliminadas las secuencias de baja calidad se obtuvo un
porcentaje de calidad de HQ de la muestra de Baul 99.6% y de la muestra Bau2 un porcentaje

de 97.3%. Finalmente, se obtuvo la secuencia consenso (Imagen 8).
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Imagen 8: Electroferograma Baul ITS1, Baul ITS4
Elaborado por: (Farez Erick ,2024).
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Se realiz6 un analisis BLAST de las secuencias obtenidas contra la base de datos publica del

NCBI. Se identificé el nombre cientifico del microorganismo que muestra el mayor grado de

identidad de secuencia y se registro el porcentaje de identidad.

Se identifico que la muestra Baul corresponden a la especie Trichoderma hamatum con

porcentaje de identidad del 100% y un query cover de 100%.

Se realizé el mismo procedimiento para la muestra Bau2 y se obtuvo como resultado que

también corresponde a la especie Trichoderma hamatum con porcentaje de identidad del 100%

y un query cover de 100%.

Description Scientific Name
v

-

Trichoderma hamatum strain SB_PA02 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.8S ribosomal RNA gene . Trichoderma ha

Trichoderma hamatum isolate F4 small subunit ribosomal RNA gene,_partial sequence; internal transcribed space... Trichoderma ha...

Trichoderma pubescens isolate KoRLID47066 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal trans... Trichoderma pub...

<N <N<]

Trichoderma sp. strain GH5 small subunit ribosomal RNA gene,_partial sequence; intemnal transcribed spacer 1, 5. . Trichoderma sp.

Trichoderma hamatum isolate y-02 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5 88 ribosomal RMA gene and . Trichoderma ha

Max
Score
v
1042
1042
1042
1042
1042

Total
Score
v
1042
1042
1042
1042
1042

Query
Cover
v
100%
100%
100%
100%
100%

E
value

-

0.0
0.0
0.0
00
00

Per
Ident
-

100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%

Acc
Len
605
603
598
611
578

Accession

MT348552.1
MT341773.1
MN341304.1

MNG602858 1

MN264503 1

Imagen 9: Listado de organismos y la similaridad con la secuencia consenso Baul y Bau2

por secuenciacion del gen ITS
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Elaborado por: (Farez Erick ,2024).

Beauveria spp. y Trichoderma hamatum muestran varias similitudes cuando se cultivan en
medio PDA. MacroscOpicamente, ambas especies inician el crecimiento con colonias pequefias
de color blanco o gris claro que se expanden radialmente. A medida que las colonias se
desarrollan, adquieren una textura aterciopelada y pueden cambiar de color, mostrando tonos
mas oscuros. Este crecimiento rapido y la textura densa son caracteristicas comunes entre

ambos hongos (Merchan Flores, 2022).

En términos microscopicos, tanto Beauveria spp. como Trichoderma hamatum presentan un
micelio denso, compuesto por hifas delgadas y ramificadas. La red de hifas en ambas especies
es similar, con una textura algodonosa que se vuelve mas pronunciada a medida que el hongo
madura. Los conidiéforos de ambos hongos son delgados y ramificados, y los conidios se
forman en cadenas, aunque las caracteristicas exactas de los conidios pueden variar (Castro
Lopez et al., 2019).

Finalmente, la formacion de estructuras reproductivas en ambos hongos es comparable. Ambos
producen conidios en conidiéforos y muestran una disposicién y formacion similar de estos
conidios. A pesar de estas similitudes, para una diferenciacion precisa entre las especies, es
crucial realizar un andlisis molecular, como la secuenciacién del gen ITS, ya que las
caracteristicas visuales pueden no ser suficientes para una identificacion definitiva (PCR
Protocols, 1989).

10.5 Presupuesto del proyecto
Tabla 8: Costos del proyecto de investigacion.

PRESUPUESTO DE REACTIVACION Y PURIFICACIO DE LAS SEPAS

Materiales Cantidad Precio Total
Cajas Petri plastico pequefios 120 $0,40 $48,00
Medio de cultivo (PDA). 1 $90,00 $90,00
Mechero de alcohol. 1 $5,00 $5,00
Papel absorbente. 3 $2,75 $8,25
Guantes quirdrgicos. una caja $3,00 $3,00
Para film. una caja $70,00 $70,00
Alcohol 70% 1 $10,00 $10,00
Alcohol 96% 1 $10,00 $10,00
Tijera 1 $0,50 $0,50
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Marcador 1 $1,00 $1,00
Agua destilada 2 galones $5,00 $5,00
Papel aluminio 2 $2,75 $2,75
Cajas Petri cristal grande 60 $2,50 $150,00
Refrigerador 1 $300,00 $300,00
Estuche de decision 1 $16,00 $16,00
Asa de siembra 1 $20,00 $20,00
Hisopos una caja $2,00 $2,00
Palillos una caja $0,35 $0,35
Plastico film. un rollo $5,00 $5,00
Total $746,85
PRESUPUESTO DE EXTRACCION DE ADN

Materiales Cantidad Precio Total
Micropipeta 2 $88,38 $176,76
Puntas de micro pipeta 2 cajas $6,33 $12,66
Micro Tubos 20 $0,14 $2.80
Microondas 1 $115,00 $115,00
Centrifugadora 1 $464,65 $464,65
Vortex 1 $94,88 $94,88
Termo bloque 1 $182,00 $182,00
Fuente de poder 1 $100;00 $100;00
Computadora 1 $150,00 $150,00
Espectrémetro 1 $186.85 $186.85
Termociclador 1 $496.00 $$496.00
Blue Juice 1 $120,00 $120,00
Agarosa 1 $24,95 $24,95
Marcador de peso 1 $81.46 $81.46
molecular de 100bp
Marcador de peso 1 $162.00 $162.00
molecular de 1kb
Sybr Safe 1 frasco $123,00 $123,00
Agua ultra pura 1000ml $10,68 $10,68
TAE 1 $25.00 $25.00
Perlas de vidrio 40000pcs $21.09 $21.09
Tris HCI 1000ml $33.80 $33.80
EDTA 150ml $15.00 $15.00
CTAB 500g $14.99 $14.99
NaCl 1600mg $12.00 $12.00
Beta - Mercaptoetanol 120mg $28.51 $28.51
Cloroformo 1496 ml $10.57 $10.57
Etanol absoluto grado 1000 ml $37.50 $37.50
biologia molecular
Acetato de sodio 17.64 oz $22.95 $22.95
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Total $2,725.07

PRESUPUESTO DE LA SECUENCIACION SANGER DEL HONGO
HONGO UNIDAD PRECIO TOTAL
2 Muestras 2 $20,50 $41,00
Total $41,00

| Presupuesto total de la investigacion $ 3,512.85
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11.IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O
ECONOMICOS)

Los impactos generados en los &mbitos, sociales, ambientales y econdmicos son

los siguientes:

11.1 Impacto social

Las cepas madres de Beauveria spp que se disponia en el laboratorio de la carrera de
agronomia, se confirmé que es Beauveria spp y puede ser utilizado como una alternativa

para el controlde la plaga, sin causar dafios al medio ambiente y la salud humana

11.2 Impacto ambiental

El monocultivo causa grandes dafios como la degradacion de suelo por la quema de los
residuos durante su cosecha, debido a plagas y enfermedades que presenta. Los quimicos
para el control de la plaga, causa problemas medioambientales, por ello se busca una
alternativa de control bioldgico como el hongo Beauveria spp que no causa ningun dafio y

puede controlar dichas plagas sin ningun problema.

11.3 Impacto econémico

El uso Beauveria spp, como posible controlador dard una gran ventaja a los agricultores, el
manejo de los cultivos serd completamente orgénico, el agricultor tendrd méas oportunidad

de comercio de productos orgéanicos para la industria.

12.CONCLUSIONES

e Durante el estudio, se observé que las cajas multiplicadas con bisturi no mostraron
presencia de Bacterias, por lo que comldnmente contaminan los cultivos. Esta
observacion sugiere que el método de multiplicacion utilizando Bisturi se

considerarse altamente estéril.

e A través del andlisis de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas se

determiné que el microorganismo investigado correspondia al hongo Beauveria spp.
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Se identific6 de manera molecular que el hongo en investigacion correspondia a

Trichoderma hamatum.

Los costos de reactivacion, purificacion, extraccion de ADN, amplificacion y
secuenciacion en el laboratorio de la Universidad Técnica de Cotopaxi fueron de
$3,512.85.

13.RECOMENDACINES

Se recomienda la implementacion de protocolos rigurosos de esterilizacion y
monitoreo para garantizar la integridad de las muestras de Beauveria spp. Esto
implica el uso de técnicas y procedimientos estandarizados para la esterilizacion de
equipos, medios de cultivo y areas de trabajo, asi como la realizacion de controles
regulares para detectar posibles contaminaciones. Estos protocolos son
fundamentales para mantener la pureza y la viabilidad de las muestras, lo que

asegura la validez y la obtenidos en investigaciones y aplicaciones précticas.

Se recomienda establecer relaciones colaborativas con asociaciones especializadas
en la identificacion de hongos. Estas asociaciones pueden proporcionar asistencia
experta para determinar el género y la especie de cualquier hongo obtenido. La
colaboracién con estas organizaciones puede implicar la participacion en talleres,
cursos de capacitacion o la consulta directa con micdlogos experimentados. Estas
relaciones pueden ser invaluable para garantizar una identificacion precisa y
confiable de los hongos, lo que es crucial para la investigacion cientifica, la gestion

de plagas y otras aplicaciones relacionadas con la micologia.

Recomiendo realizar una identificacion molecular complementaria ademas de la
caracterizacion microscépica y macroscopica para una identificacion mas precisa y
confiable de los hongos. Mientras que la caracterizacibn microscopica y
macroscopica proporciona informacién valiosa sobre las caracteristicas
morfoldgicas y de crecimiento del organismo, la identificacion molecular, a través
de técnicas como la secuenciacion de regiones especificas del ADN (por ejemplo,
ITS1 e ITS4), permite una clasificacion taxonémica méas exacta y objetiva. Este

enfoque integrador asegura una identificacion mas robusta y detallada, minimizando
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el riesgo de errores y mejorando la comprensién de las relaciones filogenéticas entre

especies.

Se sugiere explorar la viabilidad de ofrecer el hongo Beauveria spp. ya en sustrato
como una alternativa mas econdmica y accesible para agricultores y pequefias
comunidades agricolas. Esto podria implicar el desarrollo de métodos de produccién
y distribucién que permitan la entrega del hongo en un estado listo para usar,
reduciendo asi la necesidad de reactivacion y purificacion por parte del agricultor.
Ademas, se podria considerar establecer colaboraciones con laboratorios locales o
instituciones académicas para facilitar la produccion y distribucion del hongo ya en

sustrato, lo que podria ayudar a reducir los costos asociados para los agricultores.
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