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TÍTULO: “EVALUACIÓN DE CUATRO SUSTRATOS PARA LA PRODUCCIÓN 

DE Metarhizium sp. BAJO CONDICIONES C O N T R O LA D A S  EN LA 

UNIVERSIDAD T É C N IC A  DE COTOPAXI” 

Autora: Tello Jiménez Fernanda Tello 

RESUMEN 

Los hongos entomopatógenos se han constituido como una alternativa viable frente al uso 

frecuente de agroquímicos en la agricultura y se fundamenta en la creciente necesidad de 

fortalecer alternativas biológicas sostenibles para el manejo integrado de plagas. La 

presente investigación se realizó en el laboratorio de Microbiología de la Universidad 

Técnica de Cotopaxi, en donde se evaluaron cuatro sustratos de origen vegetal (arroz, 

morochillo, trigo y cebada) para la producción del hongo Metarhizium sp. bajo 

condiciones controladas. Para lo cual se implementó un diseño experimental 

completamente al azar (DCA), con cuatro tratamientos (sustratos) y seis repeticiones por 

tratamiento. Las variables evaluadas fueron el crecimiento micelial (cm²) y el crecimiento 

esporular (cm²), los datos fueron tomados durante 20 días después de la inoculación de 

los sustratos, tomando en cuenta únicamente los datos de los días 10 y 20 para aplicar en 

la parte estadística. Los datos obtenidos fueron sometidos a un análisis estadístico 

ANOVA y posteriormente se aplicó la prueba de comparación múltiple Tukey (α=0,05). 

Los resultados evidenciaron diferencias estadísticas significativas (p < 0,0001) entre los 

sustratos. Se determinó que la Cebada presentó el mejor desempeño general, alcanzando 

los mayores valores de crecimiento micelial a los 10 días (75 cm²) y esporular a los 20 

días (144 cm²), seguido del Morochillo con un crecimiento micelial a los 10 días (39,83 

cm²) y esporular a los 20 días (67,32 cm²). El arroz registró valores bajos en las variables 

evaluadas, mientras que el trigo no presentó crecimiento ni esporulación significativa en 

las condiciones experimentales establecidas. En la presente investigación se determinó 

que el sustrato más apto para la producción de Metarhizium sp. a nivel del laboratorio fue 

la cebada debido a su adecuada composición nutricional, especialmente en contenido de 

fibra soluble que favorece la retención de humedad y proporciona una liberación más 

sostenida de nutrientes además las características físicas del grano de cebada demuestra 

mayor porosidad por ende mayor aeración, lo que beneficia la producción de conidias en 

Metarhizium ya que es un hongo aerobio que requiere oxigenación constante, lo que 

permitió una mayor colonización micelial y una esporulación más abundante del hongo.   

Palabras clave: Metarhizium sp.; hongos entomopatógenos; control biológico; sustratos 

vegetales; agricultura sostenible. 
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FACULTY OF AGRICULTURAL SCIENCES AND NATURAL RESOURCES 

TITLE: “EVALUATION OF FOUR SUBSTRATES FOR THE PRODUCTION OF 

Metarhizium sp. UNDER CONTROLLED CONDITIONS AT THE TECHNICAL 

UNIVERSITY OF COTOPAXI” 

Author: Fernanda Tello Tello 

ABSTRACT 

Entomopathogenic fungi have become a viable alternative to the frequent use of 

agrochemicals in agriculture, based on the growing need to strengthen sustainable 

biological alternatives for integrated pest management. This research was conducted in 

the Microbiology Laboratory of the Technical University of Cotopaxi, where four plant-

based substrates (rice, morochillo, wheat, and barley) were evaluated for the production 

of the fungus Metarhizium sp. under controlled conditions. A completely randomized 

design (DCA) was implemented, with four treatments (substrates) and six replicates per 

treatment. The variables evaluated were mycelial growth (cm²) and sporulation growth 

(cm²). Data were collected over 20 days after substrate inoculation, considering only the 

data from days 10 and 20 for statistical analysis. The obtained data were subjected to an 

ANOVA statistical analysis, followed by Tukey’s multiple comparison test (α = 0.05). 

The results showed statistically significant differences (p < 0.0001) among the substrates. 

Barley demonstrated the best overall performance, reaching the highest values of mycelial 

growth at 10 days (75 cm²) and sporulation at 20 days (144 cm²), followed by morochillo 

with mycelial growth at 10 days (39.83 cm²) and sporulation at 20 days (67.32 cm²). Rice 

showed low values in the evaluated variables, while wheat did not exhibit significant 

growth or sporulation under the established experimental conditions. This study 

determined that barley was the most suitable substrate for laboratory-scale production of 

Metarhizium sp., due to its adequate nutritional composition, especially its soluble fiber 

content, which favors moisture retention and provides a more sustained release of 

nutrients. Additionally, the physical characteristics of barley grain show greater porosity 

and, therefore, better aeration, which benefits conidia production in Metarhizium, as it is 

an aerobic fungus that requires constant oxygenation. This allowed for greater mycelial 

colonization and more abundant fungal sporulation. 

Keywords: Metarhizium sp.; entomopathogenic fungi; biological control; plant-based 

substrates; sustainable agriculture. 
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2 JUSTIFICACIÓN DEL PROYECTO  

La producción masiva de hongos entomopatógenos del género Metarhizium representa 

una alternativa sostenible y ambientalmente responsable frente al uso intensivo de 

pesticidas químicos en los sistemas agrícolas contemporáneos. Estos microorganismos 

han demostrado una amplia eficacia contra múltiples insectos plaga y se han integrado 

progresivamente en estrategias de manejo integrado de plagas (MIP) debido a su 

especificidad, seguridad ambiental y reducción de residuos tóxicos en los ecosistemas 

agrícolas (Agale et al., 2018). 

La elección y evaluación de sustratos adecuados es un factor crítico en la producción de 

conidios de Metarhizium puesto que influye directamente en parámetros clave como el 

rendimiento de esporulación, la calidad de los propágulos, la viabilidad (Sorathiya et al., 

s. f.). La literatura especializada ha identificado diferentes sustratos de origen vegetal 

principalmente granos como arroz, trigo, cebada y maíz- como soportes potenciales para 

la fermentación en sustrato sólido, pero con variaciones significativas en la productividad 

y eficiencia de la producción de conidios (Agale et al., 2018).  

La fermentación sólida en sustratos vegetales ha sido estudiada con resultados que 

demuestran diferencias sustanciales en la producción de esporas dependiendo de la 

naturaleza del sustrato y sus propiedades fisicoquímicas. Por ejemplo, investigaciones 

han observado que granos enteros y fracciones de granos presentan variaciones en la 

cantidad total de esporas producidas, así como en los costos asociados a la producción 

(Kelwatkar NM, 2018). 

En el ámbito ambiental y social, la optimización de la producción de Metarhizium sp. 

contribuirá indirectamente a disminuir el uso de pesticidas sintéticos, mitigando sus 

efectos negativos sobre suelo, agua, biodiversidad y salud humana. Finalmente, en el 

plano académico, la investigación fortalecerá la producción científica y la formación 

investigativa dentro de la Universidad Técnica de Cotopaxi. 

El presente proyecto de investigación se justifica, por tanto, en la necesidad de identificar 

el sustrato que permita maximizar la producción del hongo biocontrolador Metarhizium 

sp. para el manejo fitosanitario de plagas, a la vez, se genera conocimiento científico local 

y contextualizado sobre la eficiencia comparativa de sustratos solidos (trigo, morochillo, 

arroz y cebada) en la producción bajo condiciones controladas, aportando evidencia que 

no solo tenga validez académica sino también utilidad práctica para la implementación 
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de procesos biotecnológicos sostenibles en el país. Este estudio contribuirá directamente 

al fortalecimiento de sistemas de producción de biocontroladores fúngicos, promoviendo 

alternativas productivas que reduzcan la dependencia de agroquímicos y favorezcan la 

agricultura sostenible (da Cunha et al., 2020). 

3 BENEFICIARIOS DEL PROYECTO 

3.1 Beneficiarios directos 

El presente proyecto de investigación está dirigido a: 

 Los 67.800 agricultores, que representan el 28,5% de la población del país, se 

dedican a la producción orgánica.  

 Profesionales como ingenieros agrónomos e ingenieros biotecnólogos que se 

encuentran vinculados en la rama del estudio de microorganismos.  

Que surgen en base a una ideología que se enfoca en la producción orgánica.   

3.2 Beneficiarios indirectos  

El proyecto sirve también como fuente de conocimiento para la comunidad académica de 

la Universidad Técnica de Cotopaxi, específicamente en: 

 La carrera de Agronomía cuenta con 578 estudiantes y 18 docentes. 

Que requieren información sobre el tema para generar nuevos proyectos o impartir 

conocimientos basados en una metodología ya aplicada.  
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4 EL PROBLEMA DE LA INVESTIGACIÓN  

La intensificación agrícola a nivel mundial ha estado acompañada por un incremento 

sostenido en el uso de plaguicidas sintéticos. Según la Organización de las Naciones 

Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO, 2025), el consumo mundial de 

plaguicidas supera los 3,5 millones de toneladas anuales, evidenciando una dependencia 

creciente de insumos químicos en los sistemas productivos. Este modelo productivo ha 

generado impactos ambientales significativos, entre ellos la contaminación del suelo y 

del agua, la pérdida de biodiversidad y la alteración de los servicios ecosistémicos 

(Carvalho, 2017). Desde el punto de vista ambiental, se estima que menos del 1 % del 

plaguicida aplicado alcanza efectivamente al organismo objetivo, mientras que el resto se 

dispersa en el ambiente, afectando suelos, fuentes hídricas y organismos no objetivo 

(Pimentel, 2009). En términos de suelo, la (Dominique Arrouays, 2015) advierte que 

aproximadamente el 33 % de los suelos del mundo presentan algún grado de degradación, 

situación vinculada, entre otros factores, al uso excesivo de agroquímicos que afectan la 

microbiota edáfica y la fertilidad natural.  

Según (Publica, 2025) en el año 2024 en el Ecuador se registraron 567 casos de 

intoxicación por plaguicidas, afectando principalmente a los hombres con un 67% del 

total y entre el rango de 20 y 49 años de edad. Cotopaxi representa un 6,22% de 

afecciones, siendo así, 35 casos de intoxicación. Un estudio realizado en la Universidad 

Técnica Particular de Loja demuestra que los principales factores que afectan a la salud 

de los agricultores son la cercanía del cultivo a los hogares y la inexistente aplicación de 

equipos de protección para insecticidas. Causando así enfermedades como el cáncer  

(Paulina Arevalo, 2024). Estos datos evidencian una problemática estructural global: la 

dependencia de pesticidas compromete la sostenibilidad ambiental y la salud pública. 

Además, el uso continuo de pesticidas favorece la aparición de resistencia en insectos 

plaga, generando un círculo de dependencia química y aumento de dosis aplicadas (LA 

Lacey, 2015). Esta situación incrementa costos de producción y agrava los impactos 

ambientales. 
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5 OBJETIVOS: 

5.1 General 

Evaluar cuatro sustratos para la producción de Metarhizium sp. bajo condiciones 

controladas en la Universidad Técnica de Cotopaxi. 

5.2 Específicos 

 Analizar el crecimiento de Metarhizium sp. en cuatro sustratos (trigo, 

morochillo, arroz, cebada). 

 Determinar el mejor sustrato para la producción de Metarhizium sp.  
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6 ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACIÓN A LOS 

OBJETIVOS PLANTEADOS 

Tabla 1. Actividades y sistema de tareas en relación a los objetivos planteados 

OBJETIVOS ACTIVIDAD RESULTADOS MEDIO DE 

VERIFICACIÓN 

-Analizar el 

crecimiento de 

Metarhizium sp. en 

cuatro sustratos (trigo, 

morochillo, arroz, 

cebada). 

 

1.Revisión 

bibliográfica sobre el 

crecimiento y 

requerimientos 

nutricionales del 

hongo Metarhizium 

sp.  

2.Preparación del 

inóculo del hongo en 

agar PDA. 

3. Selección, compra y 

preparación de 

sustratos. 

4.Inoculación de 

sustratos bajo 

condiciones 

controladas. 

5.Medición del 

crecimiento micelial y 

esporular. 

6.Análisis estadístico 

de varianza 

(ANOVA). 

1.Bibliografía de 

Metarhizium. 

2.Cepa pura de 

Metarhizium sp en 

cajas Petri con agar 

PDA. 

3.Sustratos limpios, 

molidos, hidratados 

y esterilizados. 

4.Sustratos 

inoculados con una 

concentración 

determinada de 

conidios. 

5.Crecimiento 

micelial y esporular 

en cada sustrato. 

6. Establecimiento 

de diferencias entre 

tratamientos. 

 

1.Registro 

bibliográfico. 

2.Registro 

fotográfico del 

crecimiento. 

3.Datos 

experimentales. 

4. Tabla y gráficas de 

resultados. 

5. Reporte estadístico 

(ANOVA). 
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- Determinar el mejor 

sustrato para la 

producción de 

Metarhizium sp.  

 

 

1.Cuantificación de 

conidios. 

2.Aplicación de la 

prueba Tukey (α 

=0,05). 

1.Determinación 

del mejor sustrato 

que maximiza la 

producción de 

conidios. 

  

1.Tabla de datos del 

recuento de 

conidios. 

2.Reporte de la 

prueba Tukey. 

3.Interpretación de 

los resultados. 

7 FUNDAMENTACIÓN CIENTÍFICO TÉCNICA 

7.1 Microorganismos benéficos para la agricultura  

El uso de microorganismos benéficos (MB) como hongos, bacterias o virus, constituye 

una herramienta básica y de gran utilidad para el desarrollo de una agricultura limpia y 

amigable con el entorno productivo. Se han realizado muchos estudios científicos que han 

justificado los beneficios de los MB en distintos cultivos de seguridad alimentaria como 

papa, arroz, maíz, entre otros, y cultivos perennes, como frutales que poseen cualidades 

nutracéuticas por lo cual son muy apreciados (Viera-Arroyo, 2020). 

Por muchos años, los microbiólogos del suelo y ambientales han tendido a diferenciar los 

microorganismos del suelo entre benéficos y dañinos, acorde a sus funciones y a su efecto 

en la calidad del suelo, crecimiento, productividad y sanidad de las plantas. Entre los 

microorganismos benéficos están aquellos que fijan nitrógeno atmosférico, descomponen 

desechos y residuos orgánicos, desintoxican el suelo de pesticidas, suprimen 

enfermedades de plantas y patógenos del suelo, incrementan el reciclaje de nutrientes y 

producen componentes bioactivos como vitaminas, hormonas y enzimas que estimulan el 

crecimiento de las plantas. Los microorganismos dañinos son aquellos que pueden inducir 

enfermedades en las plantas, estimular los patógenos del suelo, inmovilizar nutrientes y 

producir toxinas y sustancias pútridas que afectan adversamente el crecimiento y salud 

de las plantas (Higa, s. f.). 

7.2 Aislamiento de un microorganismo 

La preparación de un cultivo puro implica no solo el aislamiento de un determinado 

microorganismo, sino su mantenimiento y el de su descendencia. Es importante 
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determinar los diferentes medios de cultivo y condiciones de incubación óptimas para 

cada uno de ellos y así lograr la formación de colonias visibles aisladas. 

Es posible utilizar diferentes estrategias para el aislamiento e identificación de 

microorganismos: Separación física mediante diluciones seriadas y siembra en; 

utilización de medios de cultivo selectivos y diferenciales y aprovechamiento de 

características particulares de los microorganismos. 

7.2.1 Aislamiento de microorganismos de suelo 

Se pesó 1 g de tierra la cual fue recolectada en un terreno en el cual no se han utilizado 

agroquímicos, y se diluyó en 9 ml de agua peptona estéril (10-1), se homogenizó y se dejó 

reposar un momento para que los sólidos decantaran. A partir de esta solución se 

realizaron dos diluciones más (10-2 y 10-3) en agua peptona estéril. Para la siembra se 

tomó 1 ml de cada dilución y se sembró cada una en agar nutritivo con ayuda de un asa. 

Finalmente se incubaron las placas a temperatura ambiente por 7 días y se evaluó su 

crecimiento. 

7.2.2 Aislamiento de microorganismos de agua 

Se tomó una muestra de agua de charco y se depositó en una botella plástica; luego se 

tomó 1 ml de la muestra, se suspendió en 9 ml de agua peptona (10-1) y se homogeneizó. 

A partir de esta solución se realizaron dos diluciones más (10-2 y 10-3) en agua peptona 

estéril. Para la siembra se tomó 1 ml de cada dilución y se sembró cada muestra en agar 

nutritivo con ayuda de un asa de Drigalsky. Finalmente se incubaron las placas a 

temperatura ambiente por 7 días y se evaluó su crecimiento. 

7.2.3 Aislamiento de microorganismos de aire 

Se tomó una caja de PDA y se expuso al aire libre por 15 minutos. Luego se llevó a la 

incubadora por 7 días y se evaluó su crecimiento. (Álvarez María del Mar, 2017). 

7.3 Que es Metarhizium sp 

Metarhizium es un género de hongos entomopatógenos, es decir, organismos fúngicos 

que infectan y matan insectos y otros artrópodos. Estos hongos viven de forma natural en 

suelos de todo el mundo y son estudiados intensamente por su potencial como agentes de 

control biológico de plagas en agricultura. 
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Metarhizium fue observado por primera vez hace más de 140 años y desde entonces ha 

sido utilizado como una alternativa sostenible a los pesticidas químicos tradicionales 

(Emily Mesquita, 2023) 

7.3.1 Beneficios de Metarhizium 

Metarhizium transfiere nitrógeno derivado de insectos a la planta, además de producir 

ácido indol-3-acético que estimula el desarrollo de los pelos radiculares y el crecimiento 

de las radículas laterales que proporcionan una superficie de raíz para la colonización de 

Metarhizium. La asociación simbiótica de raíces con Metarhizium beneficia tanto a 

plantas monocotiledóneas como dicotiledóneas. (Eder Santiago Gutiérrez Jasso, 2024) 

7.4 Ciclo del Metarhizium 

1.Inoculación (0 horas) 

Se deposita un disco de micelio (≈5 mm) o una suspensión de conidios sobre la superficie 

del PDA estéril. 

El medio PDA aporta carbohidratos simples (dextrosa) y nutrientes derivados de la papa, 

favoreciendo el crecimiento vegetativo inicial. 

Se incuba la placa invertida para evitar condensación. 

 2.Germinación (12–24 horas) 

Los conidios absorben agua y se hinchan. 

Se forma un tubo germinativo. 

Comienza la síntesis activa de enzimas y estructuras celulares. 

En esta etapa aún no hay esporulación visible. 

3.Crecimiento micelial primario (24–72 horas) 

El tubo germinativo se ramifica formando hifas septadas. 

Se desarrolla el micelio blanco algodonoso. 

El crecimiento es radial y puede medirse diariamente. 

El PDA favorece principalmente el crecimiento vegetativo en esta fase. 

4.Maduración del micelio (3–5 días) 

El micelio cubre gran parte de la superficie del medio. 
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Se inicia la diferenciación celular. 

Se activan genes relacionados con la conidiogénesis cuando: 

o Disminuyen nutrientes disponibles. 

o Aumenta la densidad micelial. 

o Se produce estrés fisiológico leve (limitación de carbono o nitrógeno). 

5.Inicio de la conidiogénesis (4–7 días) 

Se forman conidióforos (estructuras aéreas especializadas). 

Aparecen filamentos que producen cadenas de conidios. 

La colonia comienza a cambiar de blanco a verde claro. 

Esta etapa marca el inicio visible de la esporulación. 

6.Esporulación abundante (7–14 días) 

Producción masiva de conidios verdes. 

La superficie de la colonia adquiere textura pulverulenta. 

Se alcanza la máxima concentración conidial. 

En condiciones óptimas, la producción máxima suele observarse alrededor del día 10. 

7.5 Clasificación taxonómica del Metarhizium sp 

Tabla 2. Taxonomía del Metarhizium sp 

Dominio 
Eucariota 

Reino 
Fungi 

Filo 
Ascomycota 

Clase 
Sordariomycetes 

Orden 
Hypocreales 

Familia 
Clavicipitaceae 

Subfamilia 
Tillandsioideae 

Genero 
Metarhizium 

Fuente. (Gutiérrez et al., 2016) 
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7.6  Metarhizium sp 

Los hongos del género Metarhizium se encuentran ampliamente distribuidos en la 

naturaleza, habitan el suelo, en la rizósfera de plantas o en cadáveres de artrópodos como 

saprófitos; pueden parasitar una amplia gama de insectos y garrapatas. Además, son 

considerados microorganismos entomopatógenos que crecen vegetativamente como 

hifas, producen micelios y conidios que son los propágulos infectivos en hospederos 

artrópodos. Se ha evidenciado que crecen también a nivel de laboratorio en medios de 

cultivo generales. Aunque el rango de huéspedes de Metarhizium es amplio, las cepas 

individuales pueden dirigirse solo a huéspedes particulares (Augusto Schrank, 2010).  

Estos hongos son particularmente adecuados para el desarrollo de biopesticidas debido a 

que infectan a los insectos por penetración directa de la cutícula. Es decir, logran 

degradar, penetrar y asimilar la cutícula del insecto utilizando una combinación de 

enzimas degradadoras de la cutícula y presión mecánica, al tiempo que superan cualquier 

estrés encontrado en el camino. Al llegar al hemocele (cavidad corporal de algunos 

artrópodos), los hongos se multiplican compitiendo con éxito por los nutrientes y evitando 

las proteínas antimicrobianas y las células circulantes como los hemocitos (células 

similares a las células sanguíneas), capaces de fagocitar (alimentarse del insecto) y 

encapsular a los microorganismos invasores. Una vez muerto el hospedador, el hongo 

rompe la cutícula desde adentro hacia afuera, permitiendo la formación de esporas 

conidiales que, al disiparse, inician nuevas infecciones. Por lo tanto, la transmisión 

posterior de Metarhizium requiere la muerte del hospedador (St. Leger & Wang, 2020).  

El grupo más importante de hongos entomopatógenos, con fines prácticos de manejo, está 

constituido por Metarhizium anisopliae, debido a que es un patógeno que ataca 

naturalmente a más de 300 especies de insectos de diferentes órdenes, entre los cuales se 

encuentran el saltahojas, Perkinsiella saccharicida, y diversas especies de salivazo que 

afectan la caña de azúcar (Pereira & Mora, 2004). 

7.7 Micelio 

El micelio de Metarhizium está constituido por hifas septadas, hialinas a ligeramente 

pigmentadas, con un diámetro que varía entre 1,5 y 4,0 μm. Las hifas exhiben un 

crecimiento apical típico de los hongos filamentosos y pueden formar estructuras 

especializadas como pinzas para la penetración en el huésped. En medios de cultivo, las 

colonias presentan inicialmente una coloración blanca a crema, desarrollando 
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posteriormente la pigmentación verde oliva característica que facilita su identificación 

(Rocheli Wachholz, 2025). 

7.8  Esporas  

Las esporas son estructuras erectas, simples o ramificadas que surgen directamente del 

micelio y pueden alcanzar hasta 200 μm de longitud. Las esporas, que son los propágulos 

infecciosos, tienen forma cilíndrica a ovoide con dimensiones aproximadas de 3-9 × 2-4 

μm. Estas esporas asexuales tienen una pared lisa y una coloración verde oliva 

característica, y se producen en largas cadenas en los extremos de los conidióforos a 

través de un proceso fialídico (Rocheli Wachholz, 2025). 

7.9  Métodos de infección 

El modo general de infección de Metarhizium spp. comprende seis etapas en el siguiente 

orden: adhesión, germinación, formación del apresorio, penetración, colonización de la 

hemolinfa y extrusión y esporulación (Aw & Hue, 2017). 

7.9.1 Adhesión  

Es la etapa más crucial para infectar con éxito al huésped. Los conidios 

de Metarhizium sp., se adhieren a la epicutícula cerosa de su huésped a través de una 

combinación de fuerzas hidrofóbicas pasivas, fuerzas electrostáticas e interacciones 

proteicas entre los conidios y la epicutícula. La capa externa de células en los conidios, 

también conocida como rodlets (contiene fibras hidrofóbicas que facilitan la adhesión de 

los conidios a la epicutícula). La unión de los conidios a la cutícula se ve afectada por 

factores como la topografía y la composición química de la cutícula del huésped, la 

hidrofobicidad de la superficie del huésped, los hábitos alimenticios del huésped y las 

condiciones ambientales (Aw & Hue, 2017). 

7.9.2 Germinación 

La germinación de los conidios inicia por la presencia de fuentes exógenas de carbono y 

nitrógeno, donde este último se utiliza preferentemente. La trehalosa se encuentra 

comúnmente en la hemolinfa del huésped. Este par de glucosas que forman la trehalosa 

contribuyen con la producción de energía. Después de la germinación, las esporas se 

hinchan, produciendo tubos germinativos que se diferencian en apresorio. Las 

hidrofobinas son reemplazadas por adhesinas, a saber, Mad1 y Mad2, específicas de M. 
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anispliae y unen más firmemente el hongo a la cutícula, lo que permite la germinación de 

los conidios y, posteriormente, la formación del apresorio (Aw & Hue, 2017). 

7.9.3 Formación del apresorio 

Se demostró que el gen ODC1 y el gen Mpl1 específicos de M. anisopliae son 

responsables de la formación del apresorio. El gen ODC1, que codifica para la ornitina 

descarboxilasa, se reguló positivamente durante la germinación de los conidios y la 

diferenciación del tubo germinativo para formar el apresorio, mientras que el gen Mpl1 , 

que codifica para MPL1, regula la homeostasis lipídica y la diferenciación del apresorio. 

Además, se demostró que la proteína quinasa A está involucrada en la biosíntesis de 

ergosterol, que regula la permeabilidad del glicerol en condiciones hipoosomóticas 

además de mantener la presión de turgencia en el apresorio. Esta presión de turgencia 

genera la presión mecánica requerida para la penetración de la cutícula del huésped. El 

apresorio también secreta una fina capa de mucílago para consolidar la fijación del hongo 

a la cutícula (Aw & Hue, 2017). 

7.9.4 Penetración 

La etapa de penetración implica la secreción de proteínas como subtilisinas, tripsinas, 

quimotripsinas y carboxipeptidasas, que digieren la procutícula rica en proteínas de los 

artrópodos. Se ha descubierto que los tipos y la cantidad de proteínas producidas por M. 

anisopliae son específicos de cada huésped, lo que explica su capacidad de infectar a 

muchos huéspedes diferentes. Las tripsinas son específicas del huésped, ya que se 

descubrió que se producen solo en ciertos huéspedes, como cucarachas y escarabajos. Las 

proteasas de subtilisina, como Pr1, son enzimas degradadoras de la cutícula que penetran 

en la cutícula hidrolizando las proteínas cuticulares durante condiciones de privación de 

nutrientes. En presencia de fuentes exógenas de carbono y nitrógeno, su producción se 

reprime. Las quitinasas, funcionan sinérgicamente con las proteasas para digerir las 

cutículas del huésped. En diferentes hospedadores, se producen diferentes isoformas de 

quitinasas. Las lipasas, presentes en la superficie de los conidios, también mejoran la 

adhesión de los conidios al hospedador al mejorar las interacciones hidrofóbicas entre los 

conidios y el hospedador a través de la liberación de ácidos grasos libres mediante su 

actividad lipolítica. Colectivamente, las quitinasas, proteasas y lipasas degradan la 

cutícula, respectivamente, para permitir la penetración y utilización exitosa de nutrientes 

en el hemocele del hospedador para una infección eficaz (Aw & Hue, 2017). 
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7.9.5 Colonización de la hemolinfa 

Las destruxinas, especialmente las destruxinas A y E, enzimas insecticidas, se sintetizan 

para reprimir la respuesta inmunitaria celular y humoral del hospedero. Esto se logra 

cuando las esporas de Metarhizium que se encuentran encapsuladas por los hemocitos del 

hospedero logran escapar. También se producen proteínas de evasión como Mcl1 para 

permitir que el hongo evada el sistema inmunitario del huésped. 

Para proteger los conidios contra las especies reactivas de oxígeno formadas por la 

radiación ultravioleta y el calor en el ambiente, también están presentes catalasas y 

peroxidasas en la superficie de los conidios. Las proteínas Mad1 inician la expresión de 

genes involucrados en el ciclo celular, lo que permite la rápida multiplicación y 

diferenciación de las hifas en la hemolinfa del huésped. Estas proteínas orientan el 

citoesqueleto y regulan la citocinesis en el ciclo celular (Aw & Hue, 2017). 

7.9.6 Extrusión y Esporulación 

Durante la esporulación, las hifas expulsan la cutícula del hospedador al exterior. M. 

anisopliae forma una red más densa y esporas verdes en el cadáver del hospedador 

infectado. Se observó que el crecimiento filamentoso y la conidiosación de Metarhizium 

estaban regulados por la subunidad catalítica A de la calcineurina, una proteína fosfatasa 

serina-treonina dependiente de Ca. Esta subunidad catalítica también regula la síntesis de 

quitina y β-1,3-glucano, que son componentes principales de la pared celular 

de Metarhizium. La β-1,3-glucano sintasa codificada por el gen MaFKS es responsable 

del crecimiento del micelio y la producción de conidios durante la etapa de esporulación, 

además regula la tolerancia a la presión hiperosmótica, lo que contribuye a la integridad 

de la pared celular del hongo (Aw & Hue, 2017). 

7.10  Métodos de producción 

Los hongos entomopatógenos (HEP) tienen la gran ventaja sobre otros organismos 

empleados para su producción en el ámbito microbiano de ser producidos sobre diferentes 

sustratos, lo que les permite su sobrevivencia en el ambiente como saprófitos (Clemencia 

Oderay Merino Peñafiel, 2016). Habitualmente, los sustratos sólidos más empleados en 

la producción a escala semicomercial de los HEP son granos de cereales, siendo el arroz 

el más utilizado. Al momento de la recolección de conidias se debe asegurar su mayor 

desprendimiento desde la superficie del grano, esto asegura una alta concentración de los 

mismos.  
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7.11 Producción fermentativa sólida 

Se denomina FES a cualquier proceso fermentativo ejecutado sobre un medio no 

sumergido, en ausencia de agua libre, donde se usan sustratos naturales que sirven como 

fuente de nutrientes y son a su vez el soporte físico para los microorganismos. El bajo 

contenido de humedad define que solo un determinado grupo de microorganismos puede 

desarrollarse, principalmente levaduras y hongos que tienen capacidad de crecer con 

menor disponibilidad de agua. La FES se produce en varias etapas:  

1. Selección y la esterilización del sustrato, mediante procesos mecánicos, químicos o 

bioquímicos para que los nutrientes ligados estén disponibles para la hidrólisis y la 

fermentación.  

2. Preparación del medio y del inóculo microbiano.  

3. Incubación de los microorganismos en el sustrato, donde se controlan las diferentes 

condiciones (pH, temperatura, humedad).  

4. Hidrólisis del sustrato pretratado.  

5. Fermentación para obtener el metabolito microbiano deseado.  

6. Extracción del producto: se realiza una purificación que consiste en la centrifugación, 

filtración y ultrafiltración del producto para obtener el producto final. 

7.11.1 Sustrato  

Para llevar a cabo un proceso de FES pueden utilizarse matrices biológicas, es decir, 

sustratos naturales, o soportes inertes, estos son sustratos sintéticos impregnados. La 

elección de uno u otro tipo de soporte dependerá de las particularidades del proceso y del 

tipo de producto que se quiere obtener. Los residuos agroindustriales presentan 

características fisicoquímicas adecuadas para utilizarse como sustratos. En los últimos 

años, se han obtenido diferentes sustratos naturales que provienen de procesos 

agroindustriales y que mayormente son subproductos sin valor económico. Además, la 

elección de los residuos agroindustriales para su uso también depende de su composición, 

ya que contienen azúcares, almidón, proteínas, contenido celulósico (35-50%), 

hemicelulósico (25-30%) o lignocelulósico (15-25%). Esto sugiere que la distinción en la 

composición del sustrato es fundamental para el éxito del proceso de fermentación. 

En general tienen un alto contenido de almidón y polisacáridos de glucosa, esto es de 

suma importancia para que actúen como fuente de carbono para el crecimiento de los 
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microorganismos. Sin embargo, la presencia de lignina limita la disponibilidad y el 

aprovechamiento de las fuentes de carbono por parte de algunos organismos. Para superar 

este obstáculo, una alternativa es disminuir el tamaño de partícula del sustrato sólido, de 

esa forma se aumenta el área superficial disponible para los microorganismos, facilitando 

los procesos de degradación mediante el metabolismo enzimático y aumentando, por lo 

tanto, la disponibilidad de las fuentes de carbono (Regional, 2025). 

7.12 Sustrato para la producción 

La producción de hongos entomopatógenos se basa en la multiplicación masiva de sus 

estructuras reproductivas en un sustrato natural. Se han evaluado diferentes sustratos 

naturales, principalmente arroz, trigo y maíz (Ocampos et al., s. f.), los cuales conforman 

medios de cultivo que permiten el desarrollo de microorganismos. Todos los medios de 

cultivo deben contener los nutrientes suficientes para asegurar el desarrollo de los hongos. 

Las diferentes características de los sustratos naturales hacen que la incidencia sobre el 

desarrollo y esporulación de los hongos entomopatógenos sea diferenciada. La porosidad, 

el volumen y el contenido de nutrientes son las principales características que benefician 

el desarrollo de los entomopatógenos. Para que un determinado sustrato sea considerado 

adecuado debe cumplir varias características como: de bajo costo, su preparación debe 

ser sencilla y debe ser eficiente en cuanto al desarrollo y esporulación de los 

entomopatógenos (Ocampos et al., s. f.). 

7.12.1 Preparación de sustratos  

En la producción de conidios se utilizaron cuatro sustratos sólidos: arroz, millo, soya y 

maíz partido. Cada uno de estos sustratos se lavó por separado tres veces con agua común 

para eliminar la mayor cantidad posible de impurezas. Posteriormente se vertieron por 

separado en un recipiente que contenía agua común y se dejaron en remojo durante 1 h. 

Luego se dejaron escurrir durante 30 min y después, se colocaron 100 g de cada uno en 

bolsas de polipropileno, las cuales se sellaron y se esterilizaron en autoclave, a 121 ºC 

por 20 min. Las bolsas se inocularon con 5 mL de una suspensión de conidios, preparada 

con un tubo de cultivo puro del hongo, con una concentración de 2,5 x 108 conidios mL-

1 y se incubaron a 25 ± 1 °C. Luego de 14 días de incubación, el contenido de las bolsas 

se colocó sobre bandejas para su secado, lo cual se realizó en un local con 

deshumidificador y aire acondicionado, logrando un contenido de agua o humedad del 
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sustrato colonizado inferior al 15 %, valor que se determinó con una balanza infrarroja 

Sartorius. (Irma García Cruz, 2019). 

7.13 Trigo 

El grano de trigo se compone principalmente de carbohidratos (70-75%), principalmente 

en forma de almidón, seguido de proteínas (10-15%), grasas (1-2%), vitaminas (como las 

vitaminas B), minerales (como hierro y magnesio), fibra (2-3%) y agua (10-15%). 

Aunque tiene mayor proteína, su gluten puede compactar el sustrato y limitar la 

aireación.(Alomari et al., 2023).  

El trigo posee endospermo más compacto, menor tamaño de grano en comparación con 

el arroz y mayor tendencia a la aglomeración tras hidratación. Además, cuando el trigo 

se hidrata, puede compactarse con mayor facilidad y reduce la aireación. 

Mayor contenido proteico del trigo puede favorecer al crecimiento de bacterias 

contaminantes, aumenta el riesgo de competencia microbiana. En sistemas de FES donde 

la esterilidad no es perfecta, esto puede reducir la eficiencia productiva (Jaronski, 2014). 

7.14 Maíz 

El maíz tiene varias propiedades morfológicas y nutricionales importantes, como el 

período de maduración, las características de la mazorca, la estructura del grano, el color 

del grano, la resistencia a plagas y enfermedades, al frío y al calor, el rendimiento y la 

composición nutricional (almidón, proteínas, grasas y minerales). Mayor contenido 

lipídico, lo que puede afectar la estabilidad del sustrato y la oxigenación, dificulta la 

colonización homogénea del micelio (Ciftci et al., 2025). 

Propiedades físicas favorables para FES: el sustrato debe permitir buena aireación (hongo 

aerobio), retención de humedad sin compactación y estabilidad estructural tras 

hidratación/esterilización. 

El grano de maíz, por su tamaño y dureza, mantiene espacios intergranulares que facilitan 

el intercambio gaseoso y la respiración fúngica, condición clave para la esporulación de 

Metarhizium (Faria, 2007). 

Mayor contenido lipídico sobre la estabilidad del sustrato puede formar películas 

alrededor del grano tras hidratación, reducen la penetración uniforme de agua. 
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En FES, el equilibrio humedad–aireación es crítico. Un exceso relativo de lípidos puede 

favorecer la compactación parcial del sustrato, disminuir porosidad intergranular y 

reducir la difusión de oxígeno.  

El mayor contenido lipídico puede tener efectos mixtos: 

Reducción de crecimiento micelial si hay limitación de oxígeno 

Disminución de esporulación por estrés respiratorio 

Algunos lípidos pueden actuar como fuentes secundarias de carbono y estimular ciertos 

procesos metabólicos relacionados con la formación de conidios (Faria, 2007). 

7.15 Arroz 

El arroz es rico en nutrientes, exhibiendo los niveles más altos de ácidos fenólicos, 

flavonoides, actividad antioxidante, aminoácidos esenciales y nutrientes clave que 

incluyen cenizas, proteínas, grasas y fibra. Alto en almidón, pero bajo en fibra y nitrógeno 

disponible. El almidón actúa como fuente primaria de carbono, esencial para: crecimiento 

micelial, producción de biomasa, formación de conidios (Bunyatratchata et al., 2025).  

El nitrógeno es indispensable para la síntesis de los aminoácidos y proteínas estructurales, 

enzimas metabólicas, ácidos nucleicos. Cuando el nitrógeno es limitado se reduce la 

producción de biomasa, disminuye la tasa de crecimiento micelial y se prolonga el tiempo 

de colonización del sustrato (Jackson, 2010) señala que la disponibilidad de nitrógeno es 

uno de los factores determinantes en la producción masiva de hongos entomopatógenos, 

ya que afecta directamente la acumulación de biomasa. 

En fermentación en estado sólido (FES), un exceso de carbono con bajo nitrógeno 

aumenta la relación C:N, lo que puede limitar la síntesis proteica, reducir la eficiencia 

metabólica y disminuir el rendimiento total. (Faria, 2007) Indica que la composición 

nutricional del sustrato influye directamente en la productividad y calidad de los conidios. 

7.16 Cebada 

El grano entero de cebada se compone de aproximadamente un 65-68 % de almidón, un 

10-17 % de proteínas, un 4-9 % de β-glucano, un 2-3 % de lípidos libres y un 1,5-2,5 % 

de minerales. La fibra dietética total oscila entre el 11 % y el 34 % y la fibra dietética 

soluble entre el 3 % y el 20 %. El grano de cebada descascarillado contiene entre un 11 

% y un 20 % de fibra dietética total, entre un 11 % y un 14 % de fibra dietética insoluble 

y entre un 3 % y un 10 % de fibra dietética soluble. Los β-glucanos pueden favorecer la 
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retención de humedad y proporcionar una liberación más sostenida de nutrientes, 

equilibrio agua–oxígeno (Baik & Ullrich, 2008). 

El alto contenido de carbohidratos proporciona una fuente de carbono fácilmente 

asimilable, esencial para la síntesis de biomasa y conidios en Metarhizium. Las proteínas 

aportan nitrógeno necesario para la producción de enzimas y metabolitos secundarios 

(Jackson, 2010). 

La cebada presenta estructura física y porosidad adecuada: tamaño de grano uniforme, 

superficie rugosa que facilita la adhesión del micelio y buena porosidad intergranular. La 

porosidad permite adecuada aireación, fundamental para hongos aerobios como 

Metarhizium, favoreciendo la respiración y la esporulación en fermentación sólida (Faria, 

2007). 

8 VALIDACIÓN DE LAS PREGUNTAS CIENTÍFICAS O HIPÓTESIS 

8.1 Hipótesis  

No existen diferencias estadísticamente significativas en el crecimiento micelial ni en la 

producción de esporas de Metarhizium sp. entre los sustratos trigo, morochillo, arroz y 

cebada. 

Existen diferencias estadísticamente significativas en el crecimiento micelial y en la 

producción de esporas de Metarhizium sp. entre los sustratos trigo, morochillo, arroz y 

cebada.  

9 METODOLOGÍA DE LA INVESTIGACIÓN 

9.1 Tipo de investigación 

9.1.1 Investigación Aplicada 

La investigación fue de tipo aplicada, ya que, a través de la identificación del sustrato más 

apto para la producción de Metarhizium sp., se buscó optimizar las condiciones de cultivo 

con el fin de obtener conidios viables. Este enfoque facilitó la implementación de 

procesos estandarizados de producción a nivel de laboratorio. 

9.1.2 Investigación Descriptiva 

Según el alcance de la investigación, el presente trabajo fue de tipo descriptivo, debido a 

que se registró y analizó el crecimiento micelial, el crecimiento esporular y la producción 
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de conidios de Metarhizium sp. en cada uno de los sustratos evaluados, proporcionando 

información detallada sobre su desempeño productivo y su comportamiento en 

condiciones controladas. 

9.1.3 Investigación Cuantitativa 

Según el enfoque metodológico, la investigación fue de carácter cuantitativo, debido a 

que se midió el crecimiento micelial y esporular de Metarhizium sp. en los diferentes 

sustratos. En la presente investigación también se integraron análisis estadísticos para 

comparar el crecimiento del hongo en cuatro sustratos diferentes y para determinar el 

mejor sustrato para su producción. Estos análisis estadísticos se realizaron en el software 

InfoStat, aplicando un análisis de varianza (ANOVA) y una prueba de comparación de 

medias de Tukey al 5 % de significancia. 

9.2 Método de investigación 

9.2.1 Experimental 

Esta investigación presenta un enfoque experimental, debido a que se realizó la 

manipulación de la variable independiente, representada por los diferentes sustratos 

agrícolas, con el objetivo de evaluar su efecto sobre el crecimiento micelial, el 

crecimiento esporular y la producción de conidios de Metarhizium sp. En la presente 

investigación se evaluaron cuatro tratamientos con seis repeticiones cada uno, bajo 

condiciones controladas, permitiendo obtener resultados confiables y reproducibles. 

9.3 Ubicación de la investigación 

La presente investigación se realizó en el laboratorio de Microbiología de la Universidad 

Técnica de Cotopaxi campus Salache, está dentro del perímetro rural del cantón 

Latacunga, ubicada al suroeste de la cabecera cantonal, junto a la E35 en el km 7,53 vía 

Salache a 2,870 msnm. Su temperatura media es de 20°C. 
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9.4 Materiales y reactivos 

9.4.1 Materiales  

 Cajas Petri (50 unidades) 

 Papel absorbente (3 rollo) 

 Papel aluminio (4 rollos) 

 Mechero (3 unidades) 

 Jeringuilla de 10 ml (4 unidades)  

 Agua destilada (50 litros) 

 Guantes quirúrgicos (100 unidades) 

 Papel film (30 metros) 

 Puntas de micropipeta (100-200 µL) 

 Parafilm (1 rollo) 

 Alcohol (70 - 96%)  

 Tubos de ensayo 

 Cámara de Neubauer 

 Fundas de celofán (100 unidades) 

 Papel kraff (10 pliegos) 

 Cinta masking (2 rollos) 

 Cofias (100 unidades) 

 Mascarillas (100 unidades) 

 Cinta scotch 

 Regla 30cm 

 Molino 
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 Tamices (1-3mm) 

 Rotuladores adhesivos 

 Sustratos 2 kg (trigo, morochillo, arroz, cebada) 

 Baldes (4 unidades) 

 Balanza digital 

 Bandeja plástica de pesar (4 unidades) 

 Pinzas (4 unidades) 

 Fosforera 

 Tijera 

 Palillos (100 unidades) 

 Bisturí (10 unidades) 

9.4.2 Reactivos 

 PDA 

 Alcohol al 96% (10 litros) 

 Agua destilada (5 litros) 

 Etanol (70%-96%) 

9.5 Equipos utilizados para realizar la investigación 

• Autoclave (TUTTNAVER, 2540M) 

• Incubadora (Binder BD56) 

• Cámara de flujo laminar (BIOBASE, BBS-DDS / BBS-H1300) 

• Microscopio (ZEISS Axiolab 5) 

• Vórtex (VORTEXGENEIE2, SI-A236) 

• Micropipetas (BOECO, M-200 y 100 µL) 

• Balanza (BOECO BLC600) 

• Computadora (Lenovo PF5DRC6K) 

9.6 Diseño experimental 

Es la estructura metodológica mediante la cual el investigador planifica, organiza y 

controla las condiciones de un experimento, con el propósito de evaluar el efecto de una 

o más variables independientes sobre una variable dependiente, minimizando la 
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influencia de factores externos y permitiendo obtener resultados válidos y confiables 

(Montgomery, 2022). 

9.7 Diseño completamente al azar 

El diseño completamente al azar es una prueba basada en el análisis de varianza, en donde 

la varianza total se descompone en la “varianza de los tratamientos” y la “varianza del 

error”. El objetivo es determinar si existe una diferencia significativa entre los 

tratamientos, para lo cual se compara si la “varianza del tratamiento” contra la “varianza 

del error” y se determina si la primera es lo suficientemente alta según la distribución F. 

La distribución debe ser normal, los errores deben ser independientes, los efectos deben 

ser aditivos, los tratamientos se asignan aleatoriamente (Bosque, 2020). 

9.8 Esquema de análisis de varianza 

En la presente investigación se utilizó un diseño de bloques completamente al azar 

(DBCA), con cuatro tratamientos (sustratos) y seis repeticiones. Este modelo considera 

el campo experimental dividido en cuatro grupos de seis unidades experimentales (UE) 

cada uno. 

Fuente de variación  Formula Grados de libertad 

Repeticiones (R-1) 5 

Tratamientos (S-1) 3 

Error  (S-1)(R-1) 15 

Total   23 

Cuadro 1. Grados de libertad 

Elaborado por: Tello (2026) 

9.8.1 Variables evaluadas 

Crecimiento micelial y esporular del hongo Metarhizium en 𝑐𝑚2. 

9.9 ADEVA 

Se aplicó la prueba de análisis de varianza (ANOVA) para determinar si existen 

diferencias significativas entre las medias de los cuatro tratamientos, en caso de existir 

diferencias significativas, se aplicó la prueba de Tukey con un nivel de confianza del 5%. 

El análisis estadístico se realizó en el software InfoStat. 
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9.10 Preparación del medio de cultivo 

Se prepararon 100 mL de medio de PDA (Agar Papa Dextrosa) para calcular la cantidad 

de agar que se utilizará. Se aplicó la siguiente fórmula, tomando un volumen de 20 mL 

aproximadamente por caja Petri: 

𝑥 =
100 𝑚𝐿 ∗ 39 𝑔

1000 𝑚𝐿
= 3.9 𝑔 

Se pesaron 3,9 g de agar PDA y se añadieron 100 mL de agua destilada. Después se 

mezcló todo uniformemente y luego se llevó a autoclavar. Asimismo, se esterilizaron por 

45 minutos pinzas, palillos y cajas Petri a una temperatura de 121 °C. Se retiraron los 

materiales del autoclave y se esperó a que se enfriaran. La cámara de flujo laminar fue 

limpiada y desinfectada con etanol al 70%, se colocaron todos los materiales en el interior 

de la misma y se encendió la luz UV por 15 minutos. Finalmente, se distribuyó el medio 

de cultivo en las cajas Petri y se dejó solidificar.  

9.11 Reactivación y purificación de las cepas de Metarhizium sp 

9.11.1 Resiembra de las cepas de Metarhizium sp  

La cepa de Metarhizium sp. fue previamente aislada de una muestra de suelo obtenida del 

barrio Llano Largo, parroquia El Chaupi. Se realizaron varios pases del hongo en agar 

PDA hasta obtener una cepa pura. 

Para la resiembra de Metarhizium sp, se utilizó el protocolo de (Troya, s. f.), en donde se 

realizaron los siguientes pasos: 

Se preparó la cámara de siembra y el mesón de trabajo. Se prepararon los materiales 

necesarios para realizar la siembra como vaso de precipitado con alcohol de 90 % (para 

la desinfección de herramientas), tapa de una caja Petri de vidrio para apoyar las 

herramientas (bisturí), caja Petri con medio de cultivo PDA. Todo material que se ingresó 

al área de trabajo fue desinfectado (rociado) con alcohol de 90%. Se ingresó también el 

material biológico a ser utilizado (cepa). Retiró el film de la caja de Petri que contiene la 

cepa y se flamearon los bordes de la caja Petri. Con ayuda de un bisturí (flameado y 

enfriado), se cortó un cuadrado pequeño 0.5 x 0.5 cm en el medio de cultivo que contenía 

la cepa Metarhizium sp. Se colocó el inóculo (cuadrado) obtenido, en la caja Petri con el 

medio PDA nuevo. Una vez realizada la siembra, se tapó la caja Petri, se flameó 

nuevamente el borde y se selló la caja con film. Finalmente se incubó a 28°C durante 5 

días. 
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9.12 Preparación de Metarhizium sp 

Se esterilizó mediante autoclave 50 mL de agua destilada. Posteriormente, se llevó el agua 

destilada a la cámara de flujo laminar y se esperó hasta que se enfríe. Se tomaron tres 

cajas Petri con cultivo de Metarhizium sp. y con la ayuda de un bisturí se raspó la 

superficie de cada una para obtener las conidias. Las conidias fueron transferidas al frasco 

con el agua destilada esterilizada, se agitó la suspensión vórtex, agitamos durante 15 

minutos. Con la ayuda de una micropipeta se tomó 50 uL de la suspensión y se la colocó 

en la cámara de Neubauer para realizar el recuento de conidias. 

9.13 Recuento de conidias 

Para el recuento de conidias se empleó la metodología de (Patricia E. Vélez A, 1997), la 

cual utiliza la cámara de Neubauer o hemocitómetro. La cámara de Nebauer presenta 2 

retículos y cada uno se subdivide en 9 cuadrados de 1𝑚𝑚2, o sea, cada retículo tiene una 

superficie total de 9𝑚𝑚2. El cuadrado central se encuentra subdividido en 25 cuadrantes 

y estos en 16 cuadrantes más pequeños. 

Para el recuento de conidias se escogieron 5 de los 25 cuadrantes y se contó la cantidad 

total de conidias tomando como regla el recuento de las conidias que topen el filo 

izquierdo y el filo superior, aquellas conidias que toparon el filo derecho y el filo inferior 

no fueron contadas. 

El volumen total (V) en 𝑚𝑚3 de los 25 cuadrantes determinado por la siguifórmularmula: 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 = 𝑙𝑎𝑟𝑔𝑜 𝑥 𝑎𝑛𝑐ℎ𝑜 𝑥 𝑝𝑟𝑜𝑓𝑢𝑛𝑑𝑖𝑑𝑎𝑑 

V = 1mm × 1mm × 0,1mm× = 0,1𝑚𝑚3 

Para estimar la concentración de conidias por mililitro se utilizó la siguiente fórmula: 

𝐶 =
∑ 𝑐𝑜𝑛𝑖𝑑𝑖𝑎𝑠

5 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠
 𝑥

25 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠

1 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑑𝑜
 𝑥

1 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑑𝑜

0,3 𝑚𝑚3
 𝑥

1000𝑚𝑚3

1𝑐𝑚3
𝑥

1𝑐𝑚3

1𝑚𝐿
𝑥 𝐹𝐷   

𝐶 = 3,695 𝑥 107
𝐶𝑜𝑛𝑖𝑑𝑖𝑜𝑠

𝑚𝐿
 

9.14 Selección y preparación de sustratos 

Para la preparación de los sustratos, se siguieron las metodologías de (Cruz, 2019) 

(Gómez Ramírez Hilda, 2014), con ciertas modificaciones: 

Se seleccionaron cuatro sustratos (trigo, morochillo, arroz y cebada). Se trituraron 2 kg 

de cada sustrato utilizando un molino manual. Se tamizaron los sustratos con tamices de1-

mm y 3-mm con el fin de conseguir partículas homogéneas. Cada sustrato fue lavado tres 

veces para remover el exceso de almidón y las impurezas que pudieran tener. Ya lavado 
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el sustrato, se dejó en remojo por una hora para mantener la humedad. Cuando se obtuvo 

el sustrato preparado, se pesaron 100 gramos de cada uno de los sustratos y se los en 

fundas de celofán de 12 cm x 18 cm. Se prepararon 6 fundas por cada sustrato y finalmente 

se las selló con cinta scotch. Las fundas se envolvieron con papel kraff y se las llevó a 

autoclavar por 45 minutos a 121 °C. 

9.15 Inoculación del hongo en los sustratos  

Finalizado el tiempo de esterilización, se colocaron los sustratos en la cámara de flujo 

laminar y se esperó hasta a que se enfríen. Con la ayuda de una jeringa de 10 mL se realizó 

un pequeño agujero en el centro de cada funda de cada sustrato, posteriormente con una 

micropipeta se inoculó 541,27 uL de la solución de conidias con el objetivo de inocular 

en cada funda una concentración inicial de conidias de 2x107 conidias/mL. Después de 

aplicar la solución que contiene las cepas de Metarhizium, se procedió a sellar el orificio 

del sustrato con cinta scotch. Se rotularon todos los tratamientos y sus repeticiones y 

finalmente se colocaron en una repisa permaneciendo inmóviles por 20 días. 

9.16 Toma de datos 

Los datos fueron tomados durante 20 días de estudio para lo cual se utilizó una cuadrícula 

dibujada en un acetato áreas por cuadrante de 1 𝑐𝑚2. La cuadrícula fue ubicada sobre 

cada funda de sustrato y se realizó el conteo del área micelial y esporular, tomando en 

cuenta que la principal característica para identificar un micelio es observar un color 

blanco y de apariencia algodonosa mientras que para la toma de datos de crecimiento 

esporular se verificó que el sustrato presenta una coloración verde olivo propia de las 

esporas del hongo Metarhizium.  

10 ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

10.1 Crecimiento micelial 

10.1.1 Crecimiento Micelial a los 10 días post inoculación 

Tabla 3. Análisis de la Varianza Crecimiento Micelial a los 10 días post inoculación 

F.V.    SC gl CM F p-valor 

SUSTRATO   20976,83 3 6992,28 978,7 0,0001** 

REPETICIÓN 32,5 5 6,5 0,91 0,5005 ns 

Error      107,17 15 7,14   

Total      21116,5 23    

  CV% 8.69          
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Elaborado por: Tello, (2026). 

El análisis de varianza realizado para evaluar el crecimiento micelial a los 10 días post 

inoculación evidenció diferencias altamente significativas entre los sustratos evaluados. 

Ya que presentó un valor de F = 978,7 con un p-valor < 0,0001, lo que indica diferencias 

estadísticas altamente significativas (α = 0,05). Esto demuestra que el tipo de sustrato 

influye de manera determinante en el crecimiento micelial. Rechazando así de esta 

manera la tesis nula anteriormente planteada.  

Tabla 4. Prueba Tukey Crecimiento Micelial a los 10 días post inoculación 

SUSTRATO Medias n  E.E.             

4 75 6 1,09 A           

2 39,83 6 1,09    B        

3 8,17 6 1,09       C     

1 0 6 1,09          D  

Elaborado por: Tello, (2026). 

 

Gráfico 1. Prueba Tukey Crecimiento Micelial a los 10 días post inoculación  

Elaborado por: Tello, (2026). 

Las diferencias significativas atribuibles al sustrato pueden explicarse por variaciones en 

la relación carbono/nitrógeno, las propiedades físicas del medio, como la porosidad y la 

retención de humedad. Sustratos con una estructura adecuada favorecen la aireación y el 
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intercambio gaseoso, aspectos fundamentales para la colonización micelial y la formación 

de conidios viables en Metarhizium sp. (Gabriel Moura Mascarín, 2016). 

La Cebada, con una media de 75 𝑐𝑚2, se ubicó en el grupo estadístico A, mostrando un 

rendimiento significativamente superior respecto a los demás tratamientos. Esta elevada 

respuesta productiva puede atribuirse a una mayor disponibilidad de nutrientes fácilmente 

asimilables, particularmente carbohidratos complejos y una relación carbono:nitrógeno 

favorable, condiciones que han sido ampliamente descritas como determinantes para la 

esporulación y el crecimiento micelial de Metarhizium sp. en sistemas de fermentación 

sólida (Francisco Hernández-Rosas, 2019). Diversos autores reportan que sustratos con 

alto contenido de almidón y adecuada estructura física favorecen la colonización 

homogénea del micelio y la formación de conidios viables (Nina E. Jenkins, 1998). 

El Morochillo, con una media de 39,83 𝑐𝑚2, conformó el grupo B, mostrando un 

rendimiento intermedio pero estadísticamente inferior a la cebada. Este comportamiento 

sugiere que, si bien el sustrato posee condiciones nutricionales aceptables para el 

desarrollo del hongo, estas no resultan óptimas para maximizar la producción. Estudios 

previos indican que deficiencias relativas de nitrógeno o limitaciones en la accesibilidad 

del carbono pueden reducir significativamente la tasa de esporulación en Metarhizium, 

aun cuando el crecimiento micelial sea adecuado (Carrillo-Rayas, 2009). 

Por otra parte, el Arroz, con una media de 8,17 𝑐𝑚2, se ubicó en el grupo C, evidenciando 

una producción considerablemente menor. Este bajo rendimiento podría estar asociado a 

una menor concentración de nutrientes esenciales o a características físicas desfavorables, 

como baja retención de humedad o compactación excesiva del sustrato, factores que 

limitan la aireación y el metabolismo fúngico. 

Finalmente, el Trigo, con una media de 0, conformó el grupo D, reflejando la ausencia 

total de producción del hongo. Este resultado indica que dicho sustrato no proporciona 

las condiciones mínimas necesarias para el crecimiento o esporulación de Metarhizium 

sp., ya sea por deficiencias nutricionales severas, presencia de compuestos inhibidores o 

una estructura física incompatible con el desarrollo fúngico. Resultados similares han sido 

reportados cuando se emplean sustratos pobres en carbono disponible o con 

desequilibrios extremos en la relación carbono:nitrogeno, lo que conduce a la inhibición 

total del crecimiento del hongo  (Faria, 2007); (Seguí, 2006). 
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10.1.2 Crecimiento Micelial a los 20 días post inoculación 

Tabla 5. Análisis de la Varianza Crecimiento Micelial a los 20 días post inoculación 

F.V. SC gl CM F p-valor 

SUSTRATO   170,33 3 56,78 17,32 0,0001** 

REPETICIÓN 18,5 5 3,7 1,13 0,3873 ns  

Error      49,17 15 3,28   

Total      238 23    

  CV% 40,23 

Elaborado por: Tello, (2026). 

El análisis de varianza evidenció que el factor SUSTRATO tuvo un efecto altamente 

significativo sobre el crecimiento micelial a los 20 días (F = 17,32; p < 0,0001). Dado 

que el valor de p es menor a 0,05, se rechaza la hipótesis nula de igualdad de medias entre 

tratamientos, lo que indica que el crecimiento micelial varió significativamente según el 

tipo de sustrato evaluado. 

Tabla 6. Prueba Tukey Crecimiento Micelial a los 20 días post inoculación 

SUSTRATO Medias n  E.E.       

4 6,83 6 0,74 A     

2 6 6 0,74 A     

3 5,17 6 0,74 A     

1 0 6 0,74    B  

Elaborado por. Tello, (2026) 

 

Gráfico 2. Prueba Tukey Crecimiento Micelial a los 20 días post inoculación 

Elaborado por: Tello, (2026). 
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Desde el punto de vista biotecnológico, la similitud estadística entre los sustratos del 

grupo A sugiere que estos materiales poseen características nutricionales y físicas 

adecuadas para sostener el crecimiento micelial y la esporulación de Metarhizium. En 

sistemas de fermentación sólida, este género requiere fuentes disponibles de carbono 

(almidones y azúcares complejos), nitrógeno orgánico y una estructura física que permita 

adecuada aireación y retención de humedad (Gabriel Moura Mascarín, 2016). Cuando los 

sustratos presentan composiciones relativamente similares en estos componentes, es 

común observar rendimientos estadísticamente equivalentes, aun cuando existan 

diferencias numéricas en las medias. 

El mayor valor promedio registrado en la cebada podría estar asociado a una relación 

carbono/nitrógeno más favorable o a mejores propiedades estructurales (porosidad, 

tamaño de partícula, capacidad de retención hídrica). Estos factores influyen directamente 

en la tasa de colonización micelial y en la diferenciación conidial, procesos fisiológicos 

clave en la producción masiva de hongos entomopatógenos (Jackson, 2010).  

Por otro lado, el comportamiento del Trigo sugiere condiciones inadecuadas para el 

crecimiento del hongo, relacionadas con baja disponibilidad de nutrientes, presencia de 

compuestos inhibidores o características físicas desfavorables como compactación 

excesiva o baja porosidad. Según (Jaronski, 2014), la estructura del sustrato influye 

directamente en la oxigenación y en la distribución del micelio, factores críticos para la 

esporulación eficiente en hongos entomopatógenos. 

10.2 Crecimiento esporular 

10.2.1 Crecimiento Esporular a los 10 días post inoculación 

Tabla 7. Análisis de la Varianza Crecimiento Esporular a los 10 días post inoculación 

F.V.    SC gl CM F p-valor 

SUSTRATO   12538,13 3 4179,38 2063,89 0,0001** 

REPETICIÓN 10,13 5 2,03 1 0,4509 ns 

Error      30,38 15 2,03   

Total      12578,63 23    

   CV% 6,58 

Elaborado por: Tello, (2026). 

El análisis de varianza mostró que el factor SUSTRATO tuvo un efecto altamente 

significativo sobre el crecimiento esporular a los 10 días post inoculación (F = 2063,89; 

p < 0,0001). Dado que el p-valor es menor a 0,05, lo que indica que existen diferencias 

altamente significativas en la producción de esporas entre los sustratos evaluados. El 
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elevado valor de F evidencia que la variabilidad explicada por el tratamiento es 

considerablemente mayor que la variabilidad experimental. 

Tabla 8. Prueba Tukey Crecimiento Esporular a los 10 días post inoculación 

SUSTRATO Medias n  E.E.             

4 57 6 0,58 A           

2 26,5 6 0,58    B        

3 3 6 0,58       C     

1 0 6 0,58          D  

Elaborado por: Tello, (2026) 

 

Gráfico 3. Prueba Tukey Crecimiento Esporular a los 10 días post inoculación 

Elaborado por: Tello, (2026). 

La Cebada, con una media de 57 𝑐𝑚2, se ubicó en el grupo estadístico A, mostrando un 

desempeño productivo significativamente superior al resto de los tratamientos. Este 

resultado sugiere que dicho sustrato ofrece condiciones nutricionales y físicas óptimas 

para el crecimiento micelial y la esporulación de Metarhizium sp. Estudios previos han 

demostrado que sustratos con elevado contenido de carbohidratos disponibles y una 

adecuada relación carbono:nitrógeno favorecen la síntesis de biomasa y la producción de 

conidios viables en hongos entomopatógenos (Francisco Hernández-Rosas, 2019). 

El Morochillo, con una media de 26,5 𝑐𝑚2, integró el grupo B, presentando un 

rendimiento intermedio, pero significativamente inferior a la cebada. Este 

comportamiento indica que, si bien el sustrato permite el desarrollo del hongo, sus 

características nutricionales o físicas no son óptimas para maximizar la producción. 
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Resultados similares han sido reportados por (Carrillo-Rayas, 2009), quienes señalan que 

mayor contenido lipídico, lo que puede afectar la estabilidad del sustrato y la oxigenación, 

dificulta la colonización homogénea del micelio 

El Arroz, con una media de 3 𝑐𝑚2, se ubicó en el grupo C, evidenciando una producción 

muy reducida. Este bajo rendimiento podría atribuirse a deficiencias nutricionales 

marcadas, baja disponibilidad de carbono asimilable o condiciones físicas desfavorables, 

como compactación excesiva o escasa retención de humedad, factores que restringen la 

actividad metabólica de Metarhizium sp. (Nina E. Jenkins, 1998). 

Finalmente, el Trigo, con una media de 0, conformó el grupo D, reflejando la ausencia 

total de producción. Este resultado indica que el sustrato no proporcionó las condiciones 

mínimas necesarias para el crecimiento o la esporulación del hongo, lo cual puede deberse 

a una composición nutricional inadecuada, una relación C:N desfavorable o incluso la 

presencia de compuestos inhibidores. (Faria, 2007) Señalan que sustratos pobres en 

carbono disponible o con desequilibrios extremos en nutrientes pueden inhibir 

completamente el desarrollo de hongos entomopatógenos. 

10.2.2  Crecimiento Esporular a los 20 días post inoculación 

Tabla 9. Análisis de la Varianza Crecimiento Esporular a los 20 días post inoculación 

F.V.    SC gl CM F p-valor 

SUSTRATO   70210,65 3 23403,55 1819,62 0,0001** 

REPETICIÓN 22,24 5 4,45 0,35 0,877 ns 

Error      192,93 15 12,86   

Total      70425,82 23    

  CV% 5,98 

Elaborado por: Tello, (2026). 

El análisis de varianza indica que el modelo general fue altamente significativo (F = 

682,58; p < 0,0001), lo que demuestra que los factores incluidos explican una proporción 

considerable de la variabilidad observada en el crecimiento esporular. 

De manera específica, el factor SUSTRATO presentó un efecto altamente significativo 

(F = 1819,62; p < 0,0001), evidenciando diferencias estadísticas muy marcadas en la 

producción de esporas entre los tratamientos evaluados. El elevado valor de F indica que 

la variabilidad atribuible a los sustratos es ampliamente superior a la variabilidad 

experimental, confirmando que el tipo de sustrato es un factor determinante en la 

esporulación a los 20 días. 
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Tabla 10. Prueba Tukey Crecimiento Esporular a los 20 días post inoculación 

SUSTRATO Medias n  E.E.             

4 144 6 1,46 A           

2 67,32 6 1,46    B        

3 28,5 6 1,46       C     

1 0 6 1,46          D  

Elaborado por. Tello, (2026) 

 

Gráfico 4. Prueba Tukey Crecimiento Esporular a los 20 días post inoculación 

Elaborado por: Tello, (2026). 

La Cebada, con una media de 144 𝑐𝑚2, se ubicó en el grupo estadístico A, mostrando un 

rendimiento significativamente superior respecto a los demás tratamientos. Este 

comportamiento sugiere que dicho sustrato proporcionó condiciones físicas altamente 

favorables para el crecimiento micelial y la esporulación de Metarhizium sp. 

Investigaciones previas han demostrado que sustratos con alto contenido de carbohidratos 

disponibles, adecuada proporción de almidón y una relación carbono:nitrógeno 

equilibrada promueven una mayor producción de conidios en hongos entomopatógenos, 

particularmente en sistemas de fermentación sólida (Francisco Hernández-Rosas, 2019). 

El Morochillo, con una media de 67,32 𝑐𝑚2, conformó el grupo B, evidenciando un 

rendimiento intermedio, pero estadísticamente inferior a la cebada. Este resultado indica 

que, aunque el sustrato fue capaz de sostener el desarrollo de Metarhizium sp., sus 

características estructurales no fueron óptimas para maximizar la producción. (Carrillo-

Rayas, 2009) Señalan que limitaciones parciales en la disponibilidad de nitrógeno o en la 
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accesibilidad del carbono pueden reducir significativamente la esporulación, aun cuando 

el crecimiento micelial no se vea completamente inhibido. 

El Arroz, con una media de 28,5 𝑐𝑚2, se ubicó en el grupo C, reflejando una producción 

considerablemente menor. Este bajo rendimiento podría asociarse a condiciones físicas 

desfavorables, como menor porosidad o retención de humedad, factores que afectan 

negativamente el metabolismo fúngico y la formación de conidios en Metarhizium sp. 

(Nina E. Jenkins, 1998). 

Finalmente, el Trigo, con una media de 0, se agrupó en el grupo D, indicando la ausencia 

total de producción del hongo. Este resultado sugiere que dicho sustrato no proporcionó 

las condiciones mínimas necesarias para el crecimiento o esporulación de Metarhizium 

sp., una relación C:N desfavorable o la presencia de compuestos inhibidores. Destacan 

que sustratos pobres en carbono disponible o con desequilibrios extremos en nutrientes 

pueden inhibir completamente el desarrollo de hongos entomopatógenos. Además, 

cuando el trigo se hidrata, puede compactarse con mayor facilidad y reduce la aireación. 

(Faria, 2007) 

11 IMPACTOS (TÉCNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONÓMICOS 

Los efectos producidos en los sectores sociales, ambientales y económicos son los 

siguientes: 

11.1 Efecto social 

El desarrollo de esta investigación contribuye a la formación académica y científica de 

los estudiantes de la Carrera de Ingeniería Agronómica de la Universidad Técnica de 

Cotopaxi, fortaleciendo sus competencias en biotecnología agrícola y manejo sostenible 

de plagas. Asimismo, los resultados generados podrán ser transferidos a proyectos de 

vinculación con la comunidad, beneficiando indirectamente a productores agrícolas 

mediante el acceso a alternativas de control biológico más seguras y eficientes. 

11.2 Efecto ambiental 

El uso de Metarhizium sp. como biocontrolador reduce la aplicación de pesticidas 

químicos, disminuyendo la contaminación ambiental y preservando la biodiversidad de 

los agroecosistemas. La implementación de sustratos eficientes para su producción 

favorece el desarrollo de insumos biológicos compatibles con la agricultura sostenible y 

la conservación de los recursos naturales. 
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11.3 Efecto económico 

La identificación de sustratos agrícolas de bajo costo y alta eficiencia productiva permite 

reducir los costos asociados a la producción de biocontroladores fúngicos, incrementando 

su viabilidad económica y facilitando su adopción por pequeños y medianos productores. 

Esto contribuye a mejorar la rentabilidad de los sistemas agrícolas y a disminuir la 

dependencia de insumos químicos importados. 

12 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

12.1 Conclusiones 

 El análisis del crecimiento de Metarhizium sp. en los cuatro sustratos evaluados 

(trigo, morochillo, arroz y cebada) demostró que el tipo de sustrato influye 

significativamente en el desarrollo micelial y esporular del hongo bajo 

condiciones controladas de laboratorio. Los resultados del ANOVA y la prueba 

Tukey (α=0,05) confirmaron diferencias estadísticas altamente significativas (p < 

0,0001) entre tratamientos, evidenciando que la composición nutricional y las 

propiedades físicas de los sustratos determinan el rendimiento productivo del 

microorganismo. 

 De los cuatro sustratos evaluados, la cebada presentó el mejor desempeño en 

términos de crecimiento micelial y producción de esporas, ubicándose en el grupo 

estadístico superior en las evaluaciones realizadas a los 10 y 20 días. En 

consecuencia, se determina que la cebada es el sustrato más adecuado para la 

producción de Metarhizium sp. a nivel de laboratorio. 

12.2 Recomendaciones 

 Se recomienda profundizar en la evaluación del crecimiento de Metarhizium sp. 

incorporando variables complementarias como viabilidad, porcentaje de 

germinación y concentración de conidias (conidias/mL), así como el control de 

factores ambientales (humedad, temperatura y aireación), con el fin de optimizar 

las condiciones de producción y obtener protocolos estandarizados para 

laboratorio. 

 Se sugiere utilizar la cebada como sustrato base para futuros ensayos de 

producción y realizar estudios de escalamiento a nivel semi-comercial, incluyendo 

análisis de costos y pruebas de eficacia biológica en campo, para validar su 
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potencial como alternativa viable en la producción masiva de Metarhizium sp. y 

fortalecer su aplicación en programas de manejo integrado de plagas en la región. 
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