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RESUMEN
La presente investigacion tuvo como objetivo, evaluar el comportamiento de Metarhizium spp.
frente a diferentes niveles de salinidad, pH y temperatura bajo condiciones controladas, tanto a
nivel in vitro como en plantulas de tomate rifion (Solanum lycopersicum var. Pietro). En este
sentido, se realizd inicialmente la caracterizacién macroscopica, microscopica y molecular de
Metarhizium spp. Se llevo a cabo el estudio bajo un enfoque cuantitativo y experimental,
aplicando el Disefio Completamente al Azar, tomando como factores el dia de evaluacion vy el
tratamiento aplicado. A nivel in vitro, se evalu6 el crecimiento micelial del hongo bajo pH 5,
6, 7, y 8; salinidad de OmM, 100mM, 300mM y 500mM de cloruro de sodio y temperatura a
10°, 20°, 28° y 35°C durante 7 dias. Por otro lado, se evalud el desarrollo fisioldgico de las
plantulas inoculadas con Metarhizium spp. regadas con soluciones Hoagland modificadas bajo
las mismas condiciones de pH y salinidad, en el caso de temperatura, se control6 la temperatura
a 0°, 10°, 22° y 30°C durante 21 dias, a excepcion del tratamiento a 0°C que se evalud por 30
dias. Las variables analizadas fueron altura, nimero de hojas, area foliar, longitud radicular, y
biomasa radicular. Los resultados reflejaron que el hongo analizado pertenece a la especie
Metarhizium anisopliae; que el mayor crecimiento micelial, a nivel in vitro, se obtuvo a 28 °C,
pH 5y 6 junto a salinidad OmM, confirmando la dependencia del hongo a las condiciones
fisicoquimicas del medio, se observé ademas que M. anisopliae tolera variaciones de pH y
temperatura. Por otro lado, la temperatura de 22 °C y pH de 6, promovio el mejor desarrollo de
plantulas inoculadas con M. anisopliae, mientras que concentraciones altas de sal ejercieron un
impacto negativo sobre todas las variables evaluadas en las plantulas. Por lo tanto, se concluye
que los factores abidticos influyen sobre el comportamiento de Metarhizium anisopliae y en la

respuesta fisiologica de las plantulas de tomate rifion inoculadas con el hongo.

Palabras claves: Metarhizium anisopliae, factores abidticos, bioestimulantes, tomate rifién
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ABSTRACT
The objective of this research was to evaluate the behavior of Metarhizium spp. under different
levels of salinity, pH, and temperature under controlled conditions, both in vitro and in kidney
tomato seedlings (Solanum lycopersicum var. Pietro). In this regard, the macroscopic,
microscopic, and molecular characterization of Metarhizium spp. was initially performed. The
study was carried out using a quantitative and experimental approach, applying a completely
randomized design, taking into account the day of evaluation and the treatment applied as
factors. In vitro, the mycelial growth of the fungus was evaluated under pH 5, 6, 7, and 8;
salinity of OmM, 100mM, 300mM, and 500mM sodium chloride; and temperatures of 10°, 20°,
28°, and 35°C for 7 days. On the other hand, the physiological development of seedlings
inoculated with Metarhizium spp. and watered with modified Hoagland solutions under the
same pH and salinity conditions was evaluated. In the case of temperature, the temperature was
controlled at 0°, 10°, 22°, and 30°C for 21 days, except for the treatment at 0°C, which was
evaluated for 30 days. The variables analyzed were height, number of leaves, leaf area, root
length, and root biomass. The results showed that the fungus analyzed belongs to the species
Metarhizium anisopliae; that the greatest mycelial growth, in vitro, was obtained at 28°C, pH
5 and 6 together, and salinity 0 mM, confirming the fungus's dependence on the
physicochemical conditions of the medium. It was also observed that M. anisopliae tolerates
variations in pH and temperature. On the other hand, a temperature of 22 °C and pH of 6
promoted the best development of seedlings inoculated with M. anisopliae, while high salt
concentrations had a negative impact on all variables evaluated in the seedlings. Therefore, it
is concluded that abiotic factors influence the behavior of Metarhizium anisopliae and the

physiological response of kidney tomato seedlings inoculated with the fungus.

KEYWORDS: Metarhizium anisopliae, Abiotic factors, Bio stimulants, Tomato
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1. INFORMACION GENERAL

1.1. Titulo
Evaluacién del comportamiento de Metarhizium spp. frente a factores abioticos:
ensayos in vitro y en plantulas de tomate rifidn.
1.2. Lugar de ejecucion
Laboratorios de Biotecnologia y Fitopatologia, Universidad Técnica de Cotopaxi,
Canton Latacunga — Provincia de Cotopaxi — Zona 3.
1.3. Institucidén, unidad académica y carrera que auspicia
Universidad Técnica de Cotopaxi. Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos
Naturales. Carrera de Agronomia.
1.4. Nombres de equipo de investigadores
e Tutora: Ing. Arévalo Granda Johanna Valentina, Mg
e Investigadora: Chanchicocha Chillagana Jennyfer Vanesa
1.5. Area de Conocimiento

e Agricultura, Silvicultura y Pesca - Ciencias Agricolas — Microbiologia Agricola

1.6. Linea de investigacion

e Biotecnologia aplicada a la sostenibilidad agricola

1.7. Linea de Vinculacién

e Produccion agropecuaria sostenible y proteccion de cultivos



2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La agricultura moderna en la actualidad estd enfrentando una serie de desafios que se
derivan de diversos incrementos de factores abidticos, que afectan de manera directa la
produccion de los cultivos. Dentro de los factores de mayor importancia se encuentra la
salinidad, los cambios de temperatura y de pH del suelo, que son productos incluso del cambio
climatico, ademas del uso inadecuado y aplicacion de las practicas agrondémicas. Bajo este
contexto, es necesario la implementacion de alternativas bioldgicas para la mejora y resistencia
de cada uno de los cultivos para alcanzar mejores desarrollos y desempenos cuando son

expuestos a situaciones adversas (Espinosa et al. (2025); (Burgos, 2024).

Existe una creciente evidencia sobre los beneficios obtenidos de Metarhizium spp., sin
embargo, alin no se conocen elementos puntuales sobre como se desarrolla bajo condiciones
que sean controladas con distintos factores abioticos, sobre todo en estudios in vitro. Es por esta
falta de informacidn que se hace dificil la comprension de sus mecanismos fisiologicos ademas
de los adaptativos que garantizan su crecimiento y funcionalidad. Para ello es importante medir
su desempefio bajo condiciones de temperatura, pH y salinidad, buscando favorecer un mayor
nivel de conocimiento. Es asi que se plantea el ensayo con el tomate rifidon, que es sensible a
cambios ambientales, justificando de esa forma la investigacion desde un enfoque experimental

con resultados s6lidos (Manzanarez, 2024).

La investigacion sobre los organismos benéficos como lo es el caso de Metarhizium spp.
ha sido ampliado por la necesidad de interacciones con las plantas. Este hongo ha sido estudiado
de manera tradicional como un biocontrolador entomopatdgeno. Su capacidad para la
colonizacioén de las raices favorece la mejora de absorcion de los nutrientes y la generacion de
bioestimulantes que pueden ser usados en condiciones adversas. No obstante, para la
implementacidn de estas estrategias es importante el conocimiento de su comportamiento bajo
las condiciones de distintos factores abidticos. En este sentido, cada uno de los ensayos in vitro
representa una de las estrategias fundamentales para su analisis y observacion del crecimiento,

resistencia y esporulacion (Lopez, 2021).

El cultivo del tomate rifion es considerado una de las principales hortalizas que son
producidas en Ecuador, sobre todo en la zona andina constituyendo una de las principales
fuentes para los productores medianos y pequefios (Chisaguano, 2024). Sin embargo, es
conocido sus elevados niveles de sensibilidad a cambios de pH, temperatura, salinidad. es ante

esta problematica que es importante la incorporacion de microorganismos que sean capaces y



eficaces para conferir toda la tolerancia de una serie de condiciones adversas de manera
novedosa y ecologica. En este marco Metarhizium spp. esta presentado como uno de los

candidatos que son prometedores segun su versatilidad fisioldgica (Silva, 2024).

La presente investigacion integra la evaluacion del comportamiento del hongo tanto en
los diferentes ensayos in vitro como con las plantulas de tomate rifidén las cuales seran expuestas
a diferentes elementos abioticos especificos. Es a través de este enfoque que se estableceran
correlaciones de cada resultado obtenido a nivel de laboratorio ademas de las respuestas
fisiologicas bajo un modelo de interés vegetal. Durante la experimentacion se abarcaran las
variables de pH, salinidad y temperatura. De igual forma se mediradn el crecimiento micelial,
rendimiento de las plantulas buscando asi la obtencion completa del desempefio del hongo bajo
condiciones de estrés, facilitando asi la comprension de la reaccion del microorganismo bajo

las condiciones adversas.

Finalmente, con la investigacion se aportaran una serie de conocimientos cientificos que
pueden ser aplicados para una produccion sostenible en una serie de cultivos que son
estratégicos, por lo que es fundamental el conocimiento sobre su respuesta frente a las diferentes
condiciones, permitiendo asi el avance hacia la formulacion de distintas alternativas

biotecnoldgicas adaptadas a las realidades presentadas en cada region.

La presente investigacion es favorable dada la necesidad de comprender como este tipo
de microorganismos pueden contribuir a la disminucion de los efectos de factores abiodticos que
son generados en estos cultivos sensibles, el incremento de la salinidad de los suelos, ademas
de las variaciones térmicas ademas de los cambios bruscos del pH son una de las principales
amenazas que se presentan en la agricultura. Bajo este contexto, Metarhizium spp. surge como
una base fundamental para mejorar el proceso de tolerancia de las plantas fortaleciendo de igual
forma una sostenibilidad agricola. Sin embargo, la falta de informacion es una de las limitantes

para el desarrollo de protocolos y lineamientos para ser usados en condiciones adversas.

La justificacién también esta sustentada por la importancia de generar una serie de
conocimientos buscando fortalecer los procesos de biotecnologia en la agricultura local. Es asi
como se buscan las alternativas que son mas ecoldgicas y sostenibles con los hongos benéficos
como proyecciones prometedoras, los cuales poseen caracteristicas que lo favorecen como un
organismo versatil tanto para el control de plagas como para una promocién del crecimiento
vegetal. Sin embargo, todo su desempeiio bajo las condiciones de distintos factores abioticos es
desconocido, por lo que la investigacion permitird proporcionar parte de esa informacion

brindando asi una informacion ttil para cada institucion académica.



Este estudio es una base importante para los productores locales donde el cultivo del
tomate rindén forma una de sus principales comercializaciones dentro de su actividad
econdmica. Esta produccion se ve de manera frecuente amenazada por una serie de problemas
edaficos y ambientales que son los que reducen toda su produccion. Es asi que existe una
necesidad urgente de conocer alternativas efectivas y que sean sostenibles con el tiempo
buscando de esa forma alcanzar a contrarrestar todos estos efectos que son generados, buscando
asi no solo un impacto con niveles académicos sino también que sean aplicables en las

actividades agricolas.

Finalmente, toda la investigacion garantiza el aporte de una serie de conocimientos para
ser aplicados a nuevas investigaciones a nivel biotecnologico durante el manejo de los cultivos
bajo condiciones adversas. Al establecer los datos sobre su conocimiento, tolerancia y toda la
funcionalidad del Metarhizium spp. lo que genera una serie de fundamentos que son técnicos y
esenciales para todo bioinsumo a nivel nacional, cuya pertinencia cientifica radica en una mayor
comprension de cada proceso bioldgico que pueda favorecer los sistemas de produccion

reduciendo a su vez el uso de elementos quimicos.

3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

Los beneficiarios de este proyecto, son los habitantes de la comunidad ademas de todos
los participantes dentro del ambito académico de la universidad que estén vinculados al area de
la microbiologia y los procesos de produccion vegetal. A través de cada uno de los resultados
obtenidos, se podra actualizar la informacion cientifica sobre el comportamiento del hongo bajo
las condiciones de estrés, promoviendo de esa forma los nuevos proyectos que permitan un
mejor desarrollo sostenible para los cultivos de interés. De igual forma se tendra un mejor
acceso a metodologias que son experimentales y rigurosas para potenciar las formaciones del
personal especializado. De igual forma los productores locales que producen el tomate rifion en
la medida que las diferentes observaciones puedan ser usadas en sus practicas agricolas para

una mayor tolerancia a las condiciones adversas.

Los beneficiarios indirectos conforman las organizaciones agricolas, las instituciones
vinculadas a todo el proceso de desarrollo rural y cada una de las empresas que se especialicen
en la produccion de bioinsumos. Toda esta informacion permitira obtener mayores bases para
diversas intensidades y formulaciones, que buscan la implementacion de productos que sean
innovadores de bajo impacto a nivel ambiental. Asimismo, con las comunidades agricolas para

las zonas vulnerables se podran ver favorecidas con la implementacion de nuevas tecnologias



que enfrenten estos posibles cambios en las variables climaticas y del suelo, favoreciendo a su
vez a mayores alternativas bioldgicas que reducen los habitos para el uso de elementos

quimicos, generando asi un impacto positivo sobre la biodiversidad y la poblacion involucrada.

4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

Con el aumento progresivo de cada una de las condiciones que originan el estrés hidrico
se puede generar una seria amenaza a nivel mundial. Los diferentes factores como la
salinizacioén del suelo, alteraciones del pH e incluso las fluctuaciones térmicas reducen de
manera considerable la productividad de los cultivos. En Ecuador este conjunto de
inconvenientes se ha intensificado debido a un mal funcionamiento y la gran variabilidad
climatica. Aunque se ha intentado promover las diferentes practicas sostenibles los diferentes
agricultores aun se ven limitados. Frente a esta realidad es importante la exploracion de
alternativas con niveles bioldgicos que permitan una mejora para la mayor resistencia de todas

las plantas, buscando dar respuesta a los vacios en esta toma de decisiones.

Metarhizium spp. es reconocido de manera mundial como uno de los principales hongos
entomopatogenos que son capaces de controlar las diversas plagas agricolas. No obstante, con
las investigaciones recientes también se ha encontrado resultados que son benéficos para las
plantas actuando a su vez como un bioestimulante. Sin embargo, se desconoce de manera
detallada como este microorganismo puede alcanzar a tolerar las condiciones adversas con
elementos de salinidad, pH o incluso los cambios de temperatura. Esta falta de conocimiento e
informacion impide una prediccion del comportamiento de las plantas ante estas adversidades,
limitando de esa forma su aplicacion. Por ello, es necesario la comprension de las diferentes

respuestas del hongo ante estos cambios de variables. (Amandio, 2022).

A nivel regional, las zonas que son caracteristicas en la produccion de tomate rifion en
Ecuador enfrentan una serie de problematicas producto del deterioro de los suelos y cada una
de las condiciones ambientales adversas. Este cultivo es altamente susceptible a los cambios de
las diferentes variables, lo que afecta de manera directa la realidad econémica y agricola del
parea de interés. Ademads, no existen alternativas tecnoldgicas para garantizar su permanencia
por lo que es importante el uso de microorganismos como un material para garantizar la
produccion confiable. Para comprender todo su potencial es fundamental evaluar todo su
crecimiento micelial, ademas de la capacidad de esporulacion y toda su estabilidad fisioldgica
con la presencia de diferentes condiciones de factores abioticos, permitiendo observar como el

microorganismo puede contribuir a la tolerancia de las plantas (Verdugo & Alvarez, 2025).



Asimismo, con la falta de estudios de manera integral tanto in vitro como a nivel
experimental para las plantas se hace dificil la obtencion de la informacion para un panorama
completo sobre el proceso de interaccion del hongo. Una evaluacion a nivel de laboratorio
permitiria obtener con mayor precision las posibles limitaciones fisiologicas del hongo, siendo
el ensayo con las plantulas las que revelaran toda su capacidad para poder actuar como un
bioestimulante bajo condiciones reales. Con la ausencia de esos datos no es adecuado la
implementacion de los disefios en diferentes sistemas agricolas que suelen ser afectados por las

condiciones ambientales, lo que generaliza un problema base.

Dilucidar el comportamiento de Metarhizium spp. al ser expuesto a diferentes
condiciones ambientales permitird tener informacion relevante para la seleccion de cepas
adaptadas a distintas condiciones ambientales, optimizando asi estrategias de un buen manejo
sostenible, contribuyendo a su vez la mejora en calidad, productividad y resiliencia del cultivo

a cada condicion adversa enfrentada.

En este contexto, surge la gran necesidad de desarrollar estudios sistematicos que
permitan evaluar y analizar de manera valida el comportamiento de Metarhizium spp. sobre las
condiciones adversas que se pueden presentar en la realidad. Para lo cual se propone su abordaje
no solo con plantas sino también a nivel in vitro, para obtener datos cuantitativos sobre su
crecimiento, desarrollo y el desempefio como un bioestimulante. Toda esta informacion
permitird establecer criterios con adecuados niveles técnicos para su implementacion en las

actividades agricolas, contribuyendo asi en un avance cientifico y tecnoldgico.

5. OBJETIVOS

5.1. General

Evaluar el comportamiento de Metarhizium spp. frente a diferentes factores abiodticos
(salinidad, pH y temperatura) en condiciones controladas, mediante ensayos in vitro y en

plantulas de tomate rifion.

5.2. Especificos

e Caracterizar morfoldgica y molecularmente el hongo Metarhizium spp.

e Evaluar el impacto de los factores abioticos (salinidad, pH, temperatura) sobre el
desarrollo de Metarhizium spp. a nivel in vitro.

e Evaluar el impacto de factores abioticos (salinidad, pH, temperatura) sobre el

desarrollo de plantulas de tomate rifién inoculados con Metarhizium spp.



6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION CON LOS

OBJETIVOS PLANTEADOS

Tabla 1. Actividades y sistema de tareas en relacion con los objetivos planteados

OBJETIVO
ESPECIFICOS

ACTIVIDADES

METODOLOGIA

RESULTADOS

Caracterizar

morfoldgica V
molecularmente el
hongo Metarhizium

SPp.

1.0bservacion y descripcion
macroscopica y microscépica
del hongo durante 7 dias.

2.Extraccion de ADN.

3. Amplificacion de la region
ITS del hongo mediante la
técnica de PCR.

4.Secuenciacion del fragmento)
ITS.

5. Analisis bioinformatico.

-Cultivar el hongo en
medio PDA e incubar
a28°C.

-Registro del
crecimiento micelial,
color, textura.
-Observacion
microscopica
mediante un montaje
con azul de lactofenol.
-Revision
bibliogréfica y claves
para determinacion de
especie.

-Extraccion de ADN
genémico a partir del
micelio utilizando un
Kit Comercial.

-Evaluacion de
calidad del fragmento
ITS mediante
electroforesis en gel
de agarosa.

-Secuenciacion
Sanger del fragmento
ITS de la cepa del
hongo en el
laboratorio 1Dgen.

-ldentificacion de la
especie de
Metarhizium spp.
mediante alineamiento
pareado utilizando el
software (BLAST)

Descripcion
morfoldgica
hongo.
-ldentificacién
molecular
hongo.

del

del

Evaluar el
impacto de los
factores abioticos
(salinidad, pH,
temperatura)

sobre el desarrollo
de  Metarhizium

1.Reactivacion de la cepa de|
Metarhizium.

2. Preparacion de log
diferentes medios de cultivg
con sus respectivos ajustes.

-Reactivacion del
hongo en medio PDA
e Incubacién a 28 °C.

-Ajustes de las
variables pH,
salinidad, Temperaturg

-Cepas
puras
-Medios de cultivog
sin

contaminar.
-Implementacion de
los ensayos.

- Base de datos

activas V|




spp. a nivel in en el medio de cultivo] -Organizacion,
vitro. PDA. procesamiento Vi
andlisis de datos.
3.Siembra del hongo en cajaq -Inoculacion del hongo] -Comparaciones
Petri. cajas Petri segln el| estadisticas ante lag
factor abiético. diferentes
condiciones de|
4.Registro fotografico - Registro fotogréafico| factores abioticos.
5.Calculo de éreas de por 7 dias para calcular
crecimiento. el &rea.
1.Seleccion y desinfeccion de | -Esterilizacion dell -Plantulas
Evaluar el . ) .
. sustrato y semillas de tomate | sustrato (tierra negra y] inoculadas.
impacto de g . . .
f rifidn var. pietro. perlita) en ell -Datos obtenidos
actores R
e Autoclave. -Organizacion,
abidticos . ., X
L -Desinfeccion de lag procesamiento V]
(salinidad, pH, " q Jlisis de d
temperatura) semillas  de tomatef analisis de datos.
riién var. pietro, con| -Comparaciones
sobre el X . R
hipoclorito de cloro y] estadisticas de lag
desarrollo  de . . X
) agua destilada. variables bajo
plantulas de :
tomate  rifion diferentes
. 2.Preparacion de una | -Recuento de conidios | condiciones de|
inoculados con : .
s disolucion de las esporas del factores abioticos.
Metarhizium .
spp hongo Metarhizium spp.

3.Inmersion de semillas en la
disolucion del hongo.

4.Siembra en macetas por
tratamientos.

5.Preparacion y ajustes de la
solucion Hoagland.

6.Mediciones de las

variables.

-Sumergir las semillas
en la disolucién del
hongo por una noche.

-Siembra  de  las
semillas en las
macetas.

- Preparacion  de
soluciones Hoagland
madre 'y Hoagland
modificada (pH

salinidad) para el riego
de plantas en cada
tratamiento.

-Mediciones  de las
variables por 21dias V|
30 dias (Factor
temperatura).

Elaborado por: Chanchicocha,2026.



7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

7.1. Factores abioticos en los sistemas agricolas

Los factores abidticos son limitantes para los procesos de produccion agricola a nivel
mundial, afectando el rendimiento y la fisiologia de una gran variedad de cultivos. Dentro de
ellos destacan el pH, la salinidad y las variaciones en las temperaturas, los cuales son elementos
esenciales para una mayor absorcion de agua, balance hidrico, fotosintesis y la respiracion. En
cultivos que son sensibles como lo es el caso del tomate rifion, se generan una serie de

desequilibrios que reducen su crecimiento, su capacidad productiva y la masa vegetal.

La intensificacion de estos cambios a nivel climatico se ha venido incrementando con
una mayor frecuencia e intensidad, lo que hace necesario la busqueda de estrategias bioldgicas
que fortalecen toda la resiliencia de cada uno de los cultivos. Bajo este contexto, es fundamental
conocer como cada uno de los microorganismos benéficos como lo es el caso de los hongos
entomopatogenos presentan funciones duales contribuyendo a la adaptacion vegetal dentro de
ambientes adversos. Evaluar su tolerancia en las diferentes condiciones constituye un

fundamento que es clave para su proceso eficiente (Garcia, 2022).

7.2. Metarhizium spp. como hongo endofito y entomopatogeno

Metarhizium spp. es ampliamente conocido por su gran capacidad entomopatdgena,
actuando como uno de los biocontroladores naturales mediante un mecanismo de infeccion que
incluye durante su proceso la adhesion, la penetracion de la cuticula y su produccion de las
diferentes enzimas hidroliticas. Sin embargo, diferentes investigaciones en la actualidad
demuestran su gran capacidad y habilidad para el establecimiento de las relaciones endofitas
con las diversas plantas, colonizando a su vez los tejidos radiculares y promoviendo los
diferentes procesos fisiologicos favorables como lo es el proceso de absorcion de cada uno de

los nutrientes, las sintesis de las fitohormonas y todo el aumento de la actividad antioxidante

Esta unidad de manera funcional posiciona a cada uno de los microorganismos tanto
para su control bioldgico como para todo el proceso de bioestimulo vegetal. Su comportamiento
bajo las diferentes condiciones de factores abioticos alin no se conoce de manera precisa, por
lo que es fundamental garantizar los estudios como un bioinsumos resilientes. La comprension
de todo su proceso fisioldgico y cada una de las respuestas adaptativas permitird el avance hacia
cada una de las formulaciones para cada sistema agricola de manera vulnerable, especialmente

en los cultivos horticolas que son sensibles (Guamantaqui, 2024).
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7.3. El crecimiento micelial como un indicador fisioldgico

El crecimiento micelial es uno de los pardmetros mas utilizados dentro de los estudios
microbiologicos, ya que permiten una evaluacion de la capacidad de cada hongo para su proceso
de colonizacion dentro de un sustrato manteniendo su actividad metabolica. Frente a este tipo
de factores abidticos, con una velocidad de expansion del micelio, la densidad y la morfologia
de cada una de las hifas constituyen indicadores de manera directa de toda su tolerancia
fisiologica. Los elementos como la salinidad, el pH modifican la disponibilidad del agua, la
presion osmotica y la estabilidad enzimatica, mientras que la temperatura afecta la sintesis de

proteinas y su proceso de integridad dentro de las membranas celulares.

A través del andlisis de cada uno de estos elementos para Metarhizium spp. se puede identificar
los limites fisioldgicos para determinar su potencial en ambientes adversos. Con cada uno de
los ensayos in vitro mediante un medio de cultivo como el PDA se pueden alcanzar los datos
para las estandarizaciones de dichas variables y la obtencion de los patrones que son

comparativos confiables entre los tratamientos y cada control (Santiago et al., 2024).

7.4. Esporulacién como un mecanismo de supervivencia

La esporulacion representa uno de los principales procesos que son claves para la
persistencia de Metarhizium spp. debido a que todas sus esporas permiten un adecuado proceso
de dispersion, germinacion y capacidad infectiva. Bajo las condiciones de los factores abioticos,
suele variar la produccion de los conidios, modificando de esa forma el comportamiento del
agente bioestimulante. Los cambios entre los diferentes factores como lo son el pH, la salinidad
elevada, son elementos que suelen afectar la integridad de la pared celular y la formacion de las
estructuras reproductivas. De igual forma, la temperatura funciona como un factor determinante

para la tasa metabolica (Cruz et al., 2025).

7.5. Interaccion planta — microorganismo bajo condiciones de distintos factores abiéticos

La interaccion entre Metarhizium spp. y las diferentes plantas se basa en un conjunto de
mecanismos fisiologicos que son complejos que incluyen en cada proceso de colonizacion
radicular, la produccién de los reguladores del crecimiento, el incremento de la absorcion de
cada nutriente y la activacion de las rutas bajo sus defensas. Bajo las condiciones de distintos
factores abidticos, todo este conjunto de mecanismos puede ser identificado o verse incluso

comprometido segiin su capacidad de manera adaptativa dentro de los microorganismos.
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En las plantulas de tomate, el cual es un cultivo que es altamente sensible a las
variaciones ambientales, la inoculacion con los hongos benéficos puede garantizar la mitigacion
de los efectos negativos como lo es la reduccion de la biomasa o del balance hidrico. El
desarrollo de la planta bajo las diferentes condiciones de los factores abidticos es indispensable
para demostrar toda su funcionalidad a nivel bioestimulante de Metarhizium spp. y la validacion

de su aplicacion practica en los sistemas productivos reales (Chisaguano, 2024).

7.6. Mecanismos de tolerancia contra los distintos factores abiéticos en los hongos

Santos da Paixdo (2022) sefiala que Metarhizium spp. se caracteriza por el desarrollo de
diversos mecanismos que permite mantener la integridad de la pared celular y de las
membranas, asi como el mantenimiento de la estabilidad enzimética y la viabilidad de las

esporas, frente a diferentes condiciones adversas, tales como:

e Acumulacién de osmélitos como glicerol y trehalosa.
e Produccidn de proteinas de choque térmico (HSP).
e Activacion de sistemas antioxidantes para la neutralizacion de especies reactivas de

oxigeno

7.7. Produccién de compuestos bioactivos

El hongo Metarhizium spp. puede contribuir de manera indirecta en el proceso del
crecimiento vegetal mediante el proceso de sintesis de compuestos bioactivos, como lo son los
reguladores de crecimiento (auxinas, citoquinas, giberelinas) y los metabolitos secundarios que
favorecen la absorcion de los nutrientes y las tolerancias a los distintos factores abioticos lo que
permite que se mantenga estable el desarrollo vegetativo del cultivo. En este sentido, el uso de
hongos entomopatdégenos como biofertilizantes es una aplicacion poco estudiada en la
actualidad, ya que las investigaciones principalmente se centran en su aplicacion para el control
de plagas. Sin embargo, Gonzalez-Guzman et al. (2020) reporta que algunas especies de
Metarhizium spp. tienen la capacidad de formar consorcios a nivel radicular, donde ademas de
ser antagonistas de microorganismos patdogenos, colonizan las raices y mejorar la fertilidad del

suelo, beneficiando la nutricion y el desarrollo de los cultivos.

7.8. Ensayos in vitro para las evaluaciones

Los ensayos realizados in vitro constituyen uno de los principales elementos y métodos
que son controlados y reproducibles buscando de esa forma analizar el crecimiento, la

esporulacion y toda la tolerancia de Metarhizium spp. frente a los diferentes factores abioticos.
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Estos elementos permiten la manipulacion de cada una de las variables como el pH, la
temperatura y variaciones en la salinidad que pueden presentarse como factores externos,
proporcionando de esa forma una serie de datos que son confiables sobre cada limite fisiologico

en el que el hongo se pueda adaptar.

De igual forma, los ensayos facilitan la comparacion de manera sistematica para cada
tratamiento, asi como toda la identificacion de las condiciones que son 6ptimas para su proceso
de desarrollo. Este enfoque es fundamental para garantizar a establecer los protocolos a nivel
experimental previo al proceso de aplicacion en las plantas, asegurando la viabilidad y
funcionalidad de cada uno de los microorganismos en condiciones de laboratorio

(Guamantaqui, 2024).

7.9. Ensayos en plantulas

Los ensayos en plantas permiten evaluar de forma integral el sistema planta — hongo
bajo diferentes condiciones que son controladas para los distintos factores abioticos. En el caso
de las plantulas de tomate rifion, medir variables como la biomasa radicular, el tamafio y peso
de la planta, el crecimiento de los brotes, entre otros pardmetros fisioldgicos, permite obtener
una serie de datos que sugiere un papel importante de Metarhizium spp. como bioestimulante

de la planta (Amandio, 2022).

7.10. Disefio experimental y el control de las variables

El Disefio Completamente al Azar (DCA) permiten realizar evaluaciones de cada uno
de los efectos de los distintos factores abidticos que pueden alterar al hongo y a la planta
(Hern&ndez, 20214). Las manipulaciones de las diferentes variables como la temperatura, la
salinidad y el pH, en conjunto con las réplicas y los controles, garantizan la validez estadistica
y cientifica en la obtencidn de cada resultado. Este enfoque permite realizar una distincion entre
los efectos que pueden ser atribuidos directamente al hongo y aquellos generados por los

factores externos.

7.11. Aplicaciones précticas y la sostenibilidad agricola

Para alcanzar una comprension adecuada del hongo frente a las diferentes condiciones de
distintos factores abioticos es necesario contribuir de manera directa con el desarrollo de cada
uno de los bioinsumos de manera sostenible y efectiva. Su uso adecuado puede favorecer la
reduccion y la dependencia de los diferentes fertilizantes e incluso pesticidas quimicos,

mejorando asi la resiliencia de cada uno de los cultivos y aumentando la productividad en cada
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una de las regiones que presentan mayor vulnerabilidad. Ademas, proporciona toda la
informacion de manera cientifica que favorece a la integracion de nuevas estrategias y un
manejo integrado para la incorporacion de los hongos que son benéficos como los agentes
bioldgicos y bioestimulantes, para la promocion de préacticas agricolas favorables al medio
ambiente (Chaudary et al.,2023).

8. VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS E HIPOTESIS

8.1. Hipotesis

HO: Los factores abidticos no influyen en el comportamiento de Metarhizium spp.

dentro de los ensayos in vitro y en plantulas de tomate rifion.

H1: Los factores abioticos influyen en el comportamiento de Metarhizium spp. dentro

de los ensayos in vitro y en plantas de tomate rifion.
9. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

9.1. Area de estudio

El presente estudio fue desarrollado en el Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Técnica de Cotopaxi campus Salache, en donde se llevo a cabo el proceso de
purificacion, cultivo y caracterizacion macroscopica, microscopica y molecular del hongo
Metarhizium spp. La zona de estudio esta ubicada en las coordenadas Latitud: 00°59'47.68" N;
Longitud: 78°37'19.16" O (Figura 1), a una altitud aproximada de 2703 msnm, con una

temperatura de 20°C, precipitacion de 550 mm anuales.

Figura 1. Ubicacion del laboratorio de la Universidad Técnica de Cotopaxi

B o rtorios e la LTC -
7 . g

Fuente: Google Earth (2025)
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9.2. Enfoque de la investigacion

El estudio se basa en un enfoque cuantitativo y experimental, orientado a la medicion
objetiva de las respuestas biologicas de las variables seleccionadas, evaluadas bajo condiciones
controladas. Se manipularon factores abioticos como el pH, la salinidad y la temperatura, asi
como la presencia o ausencia de inoculacion con Metarhizium spp., con el fin de cuantificar
tanto las respuestas del hongo, tales como el crecimiento micelial y la esporulacion, como las
respuestas fisiologicas y de crecimiento de las plantulas de tomate rifion (Solanum
lycopersicum), incluyendo variables como la altura de planta, nimero de hojas, area foliar y
biomasa. Los datos obtenidos fueron analizados mediante técnicas estadisticas inferenciales,

con el proposito de establecer relaciones entre los tratamientos.

9.3. Disefio experimental

El estudio se desarrolld bajo condiciones controladas y constd de dos fases: una fase in

vitro y otra fase de evaluacion en plantulas de tomate rifdn.

Para ambas fases fue empleado un Disefio Completamente Al azar (DCA) con arreglo
factorial, considerando 2 factores: tratamiento y dia de evaluacion. El factor tratamiento incluyo
los distintos niveles de temperatura, pH y salinidad (tabla 2), evaluados de forma independiente

mientras que el factor dia correspondi6 a los tiempos de muestreo establecidos.

Tabla 2. Niveles de tratamientos empleados

Fase pH NaCl (mM) Temperatura °C
In vitro 5,6,7,8 0, 100,300y 500 10, 20, 28, 35
En plantulas 5,6,7,8 0, 100, 300, 500 0, 10, 22, 30

Elaborado por: Chanchicocha,2026.

Nota: los niveles de los tratamientos fueron seleccionados bajo la revision bibliogréfica de las
investigaciones de Senizza et al. (2023) y Aycamaya (2025) donde indican que Metarhizium
spp. tolera rangos amplios de pH (5-8), salinidad (0-500 mM) y temperaturas con rangos
moderados (10-35°C) lo que justifica los tratamientos aplicados en el ensayo.

En la Tabla 3, se observa el disefio experimental para la fase in vitro en la que se
aplicaron 3 repeticiones con 7 dias de evaluacion para analizar el crecimiento en area de

Metarhizium spp.



Tabla 3. Disefio experimental fase in vitro

Fase in vitro Tratamiento Nivel N° repeticiones Total cajas
Salinidad Control 0 mM* 3 3
Salinidad Bajo 100 mM 3 3
Salinidad Medio 300 mM 3 3
Salinidad Alto 500 mM 3 3

pH Acido 5.0 3 3
pH Control 6.0 3 3
pH Normal 7.0 3 3
pH Alcalino 8.0 3 3

Temperatura Baja 10 °C 3 3

Temperatura Media 20°C 3 3

Temperatura Control 28 °C 3 3

Temperatura Alta 35°C 3 3

Elaborado por: Chanchicocha,2026.

* La salinidad OmM hace referencia a que se mantuvieron las concentraciones propias del
medio y no se afiadié NaCl.

En la Tabla 4, se observa el disefio experimental para la fase de la evaluacion en

plantulas en la que se aplicaron 5 repeticiones por tratamiento.

Tabla 4. Disefio experimental fase en plantulas inoculadas con Metarhizium spp.

15

Fase en plantulas Tratamiento Nivel  N°repeticiones Total plantulas
Salinidad Control 0 mM** 5 5
Negativo*®
Salinidad Control 0 mM 5 5
Salinidad Bajo 100mM 5 5
Salinidad Medio 300mM 5 5
Salinidad Alto 500mM 5 5
pH Control Negativo 6.0 5 5
pH Acido 5.0 5 5
pH Control 6.0 5 5
pH Normal 7.0 5 5
pH Alcalino 8.0 5 5
Temperatura Control Negativo  22°C 5 5
Temperatura Control 22 °C 5 5
Temperatura Bajo 0°C 5 5
Temperatura Medio 10 °C 5 5
Temperatura Alto 30°C 5 5

Elaborado por: Chanchicocha,2026.

* El control negativo fueron plantulas que no fueron inoculadas con Metarhizium spp.
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** La salinidad OmM hace referencia a que se mantuvieron las concentraciones propias de la
Solucion Hoagland y no se afiadié NaCl.

9.4. Variables
9.4.1 Independientes
a) Ensayos In vitro

e Salinidad: 0, 100, 300, 500 mM NacCl.
e pH:5.0,6.0,7.0y8.0.
e Temperatura: 10°, 20°, 28 °, 35 °C.

b) Ensayos en plantulas de Tomate Rifion

e Salinidad: 0, 100, 300, 500 mM NacCl.
e pH:5.0,6.0,7.0y8.0.
e Temperatura: 0°, 10°, 22 °, 30 °C.

¢ Inoculacion: Presencia y ausencia de Metarhizium en las plantulas de tomate rifion.

9.4.2 Dependientes
a) Ensayos In vitro

 Crecimiento micelial (Area medida en centimetros cuadrados).
b) Ensayos en plantulas de Tomate Rifion

e Altura de la planta

e Cantidad de hojas

e Areade las hojas

e Longitud de la raiz (al final del ensayo)

e Peso Humedo de brotes y raiz (al final del ensayo)

e Peso Seco de brotes y raiz (al final del ensayo)

9.4.3 Variables de control

e Medio de cultivo (PDA).
e Variedad de la semilla
e Tipo de sustrato

e Solucion Hoagland
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9.5. Caracterizacion morfologica y molecular del hongo Metarhizium spp.

En concordancia con el objetivo planteado, se llevé a cabo la caracterizacion
morfologica y molecular del hongo Metarhizium spp., con el proposito de corroborar su
identidad taxonOmica. Para ello, se consideraron de manera integrada las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas del cultivo, asi como el analisis molecular del ADN, siguiendo
metodologias estandarizadas comUnmente empleadas en estudios micologicos y de

identificacion fungica.
9.5.1. Caracterizacion macroscopica (cultivo en PDA)

La evaluacion macroscopica del hongo se realiz6 a partir de su crecimiento en medio
Agar Papa Dextrosa (PDA), para ello se “reactivo la cepa del hongo Metarhizium spp. mediante
la inoculacion del hongo en medio PDA estéril. Luego, se incubd por un periodo de 7 dias a
una temperatura de 28°C. Durante este tiempo, se analizaron distintas caracteristicas de la
colonia, entre ellas la coloracion, morfologia, textura superficial, borde y la velocidad de
crecimiento (Chaudary et al.,2023).

9.5.2. Caracterizacion microscopica para los conidios y conidioforos

La caracterizacion microscopica se efectud a partir del micelio obtenido de un cultivo
de Metarhizium spp. de 7 dias de desarrollo en medio PDA. Para la observacion microscopica,
Se tom6 micelio de las colonias jovenes a los 7 dias y se lo coloc6 en un porta objetos sobre
una gota de azul de lactofenol, el cual tifie las estructuras del hongo y permite diferenciar los
conidios, hifas y conidioéforos. Se enfoco a 40X y se midio el tamarfio de los conidios (Humber,
2005).

9.5.3. Caracterizacion molecular (extraccion de ADN, PCR del Fragmento ITS y

secuenciacion Sanger y analisis bioinformatico)

Para la identificacién molecular, se realiz6 la extraccion de ADN gendmico a partir de
micelio fresco de Metarhizium spp. El material fue transferido a tubos de ensayo, a los cuales
se afiadieron 500uL de una solucion buffer de extraccion compuesto por Tris-HCl, EDTA,
CTAB, NaCl y 2uL de B-mercaptoetanol. La muestra fue sometida a maceracion y agitacion en
vortex por 30 segundos, seguida de una incubacion a 60°C durante 30 minutos. Posteriormente,
se anadio 500uL de cloroformo frio y se procedio a la centrifugar a 14000rpm por 8 minutos,
permitiendo la separacion de las fases. El sobrenadante obtenido fue transferido a un nuevo
tubo y sometido a un proceso de precipitacion utilizando el mismo volumen de etanol absoluto

frio, 150uL de acetato de sodio y 300uL de etanol al 70%, permaneciendo asi durante toda la
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noche. Posteriormente se centrifugd a 14000rpm por 17 minutos, se descart6 el sobrenadante.
Finalmente, el pellet resultante fue lavado por dos ocasiones con etanol 70% y una tercera vez
con etanol al 96%. Se dejo secar el pellet y se resuspendid el ADN en 50uL de agua ultrapura,

se incubo por 30 minutos a 37°C y se almacend a -20°C (Flores, 2021).

Para la amplificacion mediante PCR de la region ITS del ADN fungico, se prepararon
cuatro reacciones: dos con ADN del hongo, un control negativo y un control positivo. Se
prepar6é una master mix utilizando 12,5uL de DreamTaq 2X (Thermo Scientific) para cada
reaccion, 2,5ul del primer ITS1 10uM (TCCGTAGGTGAACCTGCGQG), 2,5ul del primer
ITS4 10uM (TCCTCCGCTTATTGATATGC) y 2,5uL de agua ultrapura y SuL del ADN de la
muestra, agua o control positivo. El volumen final de reaccion fue de 25ul.. La amplificacion
se realiz6 en un termociclador de punto final donde se programo el perfil térmico que incluy6
una desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 minutos; 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por
30 segundos, annealing a 55°C por 30 segundos y extension a 72°C por 1 minuto; una extension
final de 72°C por 5 minutos y finalmente se mantuvieron las muestras a 4°C (White et al.,
1990). Se realiz¢ la verificacion de la ampliacion a través de la electroforesis en gel de agarosa

al 1,5%, la cual se corrié a 100V por 30 minutos.

Los amplicones de la region ITS fueron secuenciados por Secuenciacion de terminacion
de cadena Sanger. Las secuencias crudas obtenidos fueron analizadas con el software Geneious
Prime v2025.0.3. Durante el proceso de andlisis se eliminaron regiones de baja calidad, y se
obtuvo la secuencia consenso, la cual fue comparada frente a la base de datos del National
Center for Biotecnology Information (NCBI) con el uso de la herramienta BLASTn® (Basic
Local Alignment Search Tool) (NCBI, 2023).

9.6. Evaluacion del impacto de los diferentes factores abioticos sobre el desarrollo de

Metarhizium spp a nivel in vitro
9.6.1. Ensayo de pH

Para este factor se definieron 4 tratamientos (5, 6, 7, 8) con tres repeticiones por tratamiento.
Se prepararon 4 botellas de 75mL cada una de medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA),
siguiendo las instrucciones del fabricante (39g de PDA en 1000 mL), es decir, disolviendo
2,925 g de PDA en 75mL de agua destilada. En cada botella se ajusté el pH con NaOH o HCI
para obtener un pH de 5, 6, 7, 8. El pH 6 fue el pH del medio de cultivo el cual fue tomado
como el pH de control. Se esterilizo el medio mediante autoclave y se dispenso. Posteriormente,

la inoculacion de las cajas con agar PDA se la realizd tomando un disco de crecimiento
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esporular de Metarhizium spp. de 7 dias y colocadndolo en la mitad de cada caja Petri con ayuda
de una punta de micropipeta de 1000uL y una jeringa estéril. Las cajas fueron incubadas a una
temperatura de 28 °C durante siete dias. Cada dia se tomé fotografias del crecimiento de cada

caja. Finalmente, se realizé el célculo del area mediante el software Image J.
9.6.2. Ensayo de salinidad (NacCl)

Se establecieron cuatro tratamientos a los cuales se les afiadio cloruro de sodio (NaCl)
para ajustar la concentracion de sal a 100 mM para el Tratamiento 1 (T1), 300 mM para el
tratamiento 2 (T2) y 500 mM para el tratamiento 3 (T3). Para ello se realizaron los siguientes

célculos de las concentraciones:

V= n
v
Donde:
M: corresponde a la molaridad
n: cantidad de moles
V: VVolumen
_ m
=M
Donde:
M: masa
PM: Peso molecular
Por lo tanto:
m
M =
PM %V

m=Mx*xPMygc1 *V

Para el T1 con salinidad de 100 mM (0,1M) NacCl:

V =3%25mL =75mL = 0,075L agar PDA
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mol g
mNaCl = 0,1T * 58,44‘ mo

; *0,075L = 0,43g NaCl

Para el T2 con salinidad de 300 mM NaCl:

m_NaCl = 0,3mol/L * 58,44 g/mol x 0,075L = 1,31 g NaCl

Para el T3 con salinidad de 500 mM NaCl:

mol g
Mpygct = O,ST * 58,44

*0,075L = 2,19 g NaCl
mol

Se prepararon 4 botellas con 75 ml 75mL cada una de medio de cultivo Agar Papa
Dextrosa (PDA), siguiendo las instrucciones del fabricante (39g de PDA en 1000 mL), es decir,
disolviendo 2,925 g de PDA en 75mL de agua destilada. En cada botella se afiadio la cantidad
de NaCl para cada tratamiento. En una botella se mantuvieron las condiciones propias del
medio, por lo que fue considerada el control y se la rotul6 como salinidad OmM. Se esteriliz6
el medio mediante autoclave y se dispensd. Posteriormente, la inoculacion de las cajas con agar
PDA se la realiz6 tomando un disco de crecimiento esporular de Metarhizium spp. de 7 dias y
colocandolo en la mitad de cada caja Petri con ayuda de una punta de micropipeta de 1000uL
y una jeringa estéril. Las cajas fueron incubadas a una temperatura de 28 °C durante siete dias.
Cada dia se tomo fotografias del crecimiento de cada caja. Finalmente, se realizo el céalculo del

area mediante el software Image J.
9.6.3. Ensayo de temperatura

Para el ensayo de temperatura, se establecieron 4 tratamientos con tres repeticiones cada
una. Las temperaturas evaluadas en cada tratamiento fueron a 10°C, 20°C, y 35°C el control se
establecié a 28°C. Se prepar6 300mL de medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA),
siguiendo las instrucciones del fabricante (39g de PDA en 1000 mL), es decir, disolviendo 11,7
g de PDA en 300mL de agua destilada. Se esteriliz6 el medio mediante autoclave y se dispenso.
La inoculacion de las cajas con agar PDA se la realiz6 tomando un disco de crecimiento
esporular de Metarhizium spp. de 7 dias y colocandolo en la mitad de cada caja Petri con ayuda
de una punta de micropipeta de 1000uL y una jeringa estéril. Las cajas fueron incubadas en las
temperaturas correspondientes (10°C,20°C, 28°C y 35°C) durante siete dias. Cada dia se tomo
fotografias del crecimiento de cada caja. Finalmente, se realizé el calculo del area mediante el

software Image J.
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9.7. Evaluacion del impacto de los diferentes factores abidticos sobre las plantulas de
Tomate Rifion inoculadas con Metarhizium spp.

9.7.1. Preparacion del Sustrato

Se prepard 75 macetas (60 macetas con el hongo Metarhizium spp y 15 macetas sin el
hongo) con sustrato compuesto por 50% correspondié a tierra negra y el 50% a perlita, es decir,
se mezclo 6 kg de tierra negra y 6 kg de perlita, dando un total de 12 kg de sustrato. El sustrato
fue esterilizado en la autoclave por 45 min. Finalmente se dispenso 160g del sustrato en cada

maceta.
9.7.2. Recuento de Conidios

Para el recuento de conidias, se selecciond una caja con cultivo del hongo Metarhizium
spp. con crecimiento esporular de 7 dias, posteriormente se raspo la superficie con un bisturi y
se transfirieron todas las esporas un frasco con 50 mL de agua destilada estéril. Se mezclo la
suspension con ayuda de un vortex y se tomd 50ul que fueron colocados en una camara

Neubauer.

e Camara Neubauer para su recuento: Se seleccionaron 5 cuadrantes de los 25
cuadrantes del cuadro central y se cont6 el total de conidias tomando como regla el
recuento de las conidias que topen el filo izquierdo y el filo superior, las conidias que

tomaron el filo derecho y el inferior no fueron contadas.
La concentracion de conidios por mililitro se calculd utilizando la siguiente formula:

Y conidias 25 cuadrantes 1 cuadrado 1000mm3® 1cm3 oD
x

=5cuadrantesx 1 cuadrado x 0,3 mm3 x 1lcm3 x 1mL

883 conidios 25 cuadrantes 1 cuadrado 1000mm3® 1cm3 D
= X

= X x X x
5 cuadrantes 1 cuadrado 0,3 mm3 1cm3 1mL

conidios

C = 4,415 x 107
mL
Para alcanzar la concentracion de conidios deseada (2x107 conidios/ml) se

procede de la siguiente forma:

Cl*V1:C2*V2

conidios conidios
4,415 x 107 ———— % 50mL = 2x107 ———« V/,
mL mL
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V, = 110.38mL 4

Vi,0 = 110,38mL — 50mL = 60,38

Finalmente, se afiadi6 60,38 mL de agua destilada estéril en el frasco que contenia la

suspension de 50 ml de conidios.
9.7.3. Desinfeccién de las semillas de Tomate Rifion, variedad Pietro

En una solucion de 500 mL de hipoclorito de cloro al 1% (100 mL de cloro comercial al
5% con 400 mL de agua destilada), se colocaron las 75 semillas para su desinfeccion y se agitd
por 10 minutos. Luego, las semillas fueron lavadas y enjuagadas en agua destilada estéril por
tres ocasiones. Posteriormente, las semillas fueron incorporadas a la solucion de 2x10 conidios
por mL y se dejo reposar por 12 horas. Las semillas utilizadas como control negativo fueron

desinfectadas y sumergidas solo en agua destilada estéril por 12 horas.

Se sembraron 60 macetas con semillas desinfectadas e inoculadas con el hongo Metarhizium
spp. las cuales se utilizaron para los para los tratamientos y 15 macetas fueron utilizadas como
control negativo en donde se sembr6 Unicamente semillas sumergidas en agua destilada esteéril

sin el hongo.

Para el estudio de la influencia del pH sobre el desarrollo de plantas inoculadas con
Metarhizium spp. se establecieron 25 macetas, de estas en 5 macetas sembradas con semillas
en suspension del hongo se estudi6 el efecto del pH 5, en 5 macetas el efecto del pH 6 (control),

en 5 el efecto del pH 7, en 5 el pH 8 y 5 macetas fueron el control negativo.

Para el estudio de la influencia de la salinidad sobre el desarrollo de plantas inoculadas con
Metarhizium spp. se establecieron 25 macetas, de estas en 5 macetas sembradas con semillas
en suspension del hongo se estudio el efecto de la salinidad a 100mM de NaCl, en 5 el efecto
de la salinidad a 300mM de NaCl, en 5 el de la salinidad a 500mM de NaCl, 5 macetas
sembradas con semillas inoculadas con el hongo fueron consideradas como salinidad OmM de

NaCl (control) y 5 macetas fueron el control negativo.

Para el estudio de la influencia de la temperatura sobre el desarrollo de plantas inoculadas
con Metarhizium spp. también se establecieron 25 macetas, de estas en 5 macetas sembradas
con semillas en suspension del hongo se estudio el efecto de la temperatura al0°C, en 5 el efecto
de la temperatura a 22°C (Temperatura ambiente, control), en 5 el efecto de la temperatura a

30°C, y 5 macetas fueron el control negativo. Se sembraron 5 macetas extras que se
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mantuvieron por 21 dias a temperatura control (22°C); posteriormente se dej6 una noche a 0°C

y se evalu6 por 9 dias més.
9.7.4. Preparacion de la solucion Hoagland

Para regar las macetas y lograr mantener cada una de las condiciones sefialadas se
procedié a la preparacion de la solucién Hoagland, en un frasco de 5 litros previamente
esterilizado, se afiadieron 25 mL de la solucion A, 25 mL de la solucién B y se complet6 con

4950 mL de agua destilada estéril.

Luego se distribuyo en 4 botellas un total de 400 mL cada una, y en estas se ajusto los
pH a5, 6 (control), 7, y 8.

Posteriormente a los 3400 mL restantes se les ajustd el pH a 6. De estos se volvid a
distribuir 400 mL en cuatro botellas a las cuales se les ajusto la salinidad a OmM (0g) de NaCl
(control); 100mM (2,34 g) de NaCl; 300mM (7,31 g) de NaCl y 500mM (11,6 g) de NaCl.

mol g

Myaci=100mm = 0,1 * 58,44 ol 0,4L = 2,34 g NaCl
mol g

Myaci=300mm = 0,3 * 58,44 ol 0,4L = 7,01 g NaCl
mol g

Mnaci=soomm = 0,5——* 58,44 7*04L =1169 g NacCl

mo

9.7.5. Aplicacion de las diferentes condiciones de distintos factores abi6ticos

Con la preparacion y aplicacion de tres factores pH (5, 6, 7,8), la salinidad con valores
de (0,100, 300 y 500 mM de NaCl) y los cambios de temperatura con valores entre
(0,10,22,30°C), se evalud por 21 dias las diferentes variables para hacer la comparacion de los
tratamientos, y adicionalmente se evalu6 9 dias mas el factor de temperatura para poder hacer
la comparacion del tratamiento 0°C junto con la temperatura de 22°C con y sin hongo.

9.8. Monitoreo diario y registro de observaciones

Los ensayos in vitro fueron evaluados por 7 dias en donde se registr6 el area micelial
del hongo obtenida a través del de la aplicacion del software ImageJ. Los ensayos en plantulas
se evaluaron por 21 dias a excepcion del tratamiento de temperatura en su nivel de 0°C el cual

fue evaluado por 30 dias. En los ensayos de plantulas se midieron las variables altura de la
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planta, cantidad de hojas, &rea de las hojas, longitud de la raiz (al final del ensayo), peso himedo
de brotes y raiz (al final del ensayo), peso seco de brotes y raiz (al final del ensayo).

9.10. Analisis estadisticos
9.10.1. Fase in vitro (objetivo 2)

Los datos correspondientes a las variables asociadas al crecimiento in vitro de
Metarhizium spp. fueron organizados por medio de Excel en hojas de célculo para su anélisis

estadistico posterior.

Para la evaluacion del efecto de factores abidticos en el desarrollo in vitro de
Metharizium spp. en los datos obtenidos del area del crecimiento del hongo (cm?) fueron
analizadas mediante estadistica inferencial utilizando un anélisis de varianza (ANOVA) de una

via y un analisis de comparacion multiple mediante la prueba de Tukey (p < 0,05).
9.10.2. Fase en plantulas de tomate rifion (objetivo 3)

Los datos correspondientes a las variables asociadas a plantulas de Tomate Rifidn,
fueron organizados en hojas célculo mediante Excel y sometidos a anlisis estadistico.
Posteriormente se aplicd un ANOVA factorial, considerando como factor cada tratamiento y el

dia de evaluacion, considerando como unidad experimental cada plantula evaluada.

Cuando la interaccion tratamiento x dia mostro diferencias significativas (p < 0,05), se
aplicé un ANOVA de una via individual para cada uno de los dias evaluados y en el caso de
reflejar diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05) se aplic6 la prueba de
comparacion multiple de Tukey con nivel de significancia al 5% para identificar diferencias
entre medias. Sin embargo, para aquellas variables sin interaccion significativa, se efectlo el
analisis unicamente en el Gltimo dia de evaluacion, ya que corresponde a la mayor expresién de

crecimiento.

Adicionalmente, aquellas variables que reflejaron ausencia de variabilidad o la
presencia de valores nulos que impidieran la aplicacion de pruebas inferenciales, fueron
analizadas mediante estadistica descriptiva por medio del célculo de promedios y

desviacion estandar.

En ambos casos, los analisis se realizaron con el software InfoStat, adoptando un nivel
de significancia del 5 % (o = 0,05).



9.11. Materiales y equipos

25

La disponibilidad de los siguientes materiales y equipos garantiz6 la ejecucion

eficiente de todos los ensayos, con mediciones precisas de las variables para su cumplimiento

de estandares de bioseguridad y calidad dentro del laboratorio (Tabla 5).

Tabla 5. Materiales y equipos de laboratorio

Equipos / Materiales Marca / Procedencia Modelo / Cantidad
Presentacion
Cabina de flujo BIOBASE BBS-H1300 1
laminar
Microscopio ZEISS Axiolab 1
Autoclave TUTTNAVER 2540M 1
Incubadora REBELK RISO 1
Incubadora BINDER BD56 1
Micropipetas BOECO M-200 HL 3
Placas Petri PYREX 90 mm 50
PDA (agar dextrosa) DIFCO / Sigma - S5kg
HC1 MERCK 37% soluciéon 1L
NaOH MERCK 1 M solucion 1L
NaCl MERCK Cristal puro 1 kg
Semillas de tomate TOMATO SEEDS CO. Variedad Pietro 100 g
Solucion Hoagland ELABORACION - 5L
PROPIA
Camara Neubauer HEMOCYTOMETER Modelo estandar 1
Balanza analitica HOCHOICE HC500 1
Termohigrometro TFA 30.1037 1
Calefactor GENERAL ELECTRIC Modelo doméstico 1
Refrigeradora PANASONIC F-45 1

Elaborado por: Chanchicocha 2026.

10. RESULTADOS Y DISCUSIONES

10.1. Caracterizacion morfologica y molecular del hongo Metarhizium spp.

10.1.1. Evaluacion macroscopica y microscopica (cultivo en PDA)

A nivel macroscopico las colonias de Metarhizium anisopliae, desarrollaron un
crecimiento de tipo filamentoso, presentando inicialmente una coloracion blanca (Figura 2), la
cual fue cambiando progresivamente cambiando hacia verde oscuro conforme avanzo el
proceso de esporulacion (Figura 3 y 4). La textura observada fue algodonosa, con bordes
irregulares y una superficie lisa, reflejando a su vez su proceso de desarrollo fingico que es
optimo bajo las condiciones implementadas y controladas, coincidiendo con descripciones

reportadas en la literatura especializada como los trabajos realizados por Santos da Paixdo



26

(2022) y Guamantaqui (2024) quienes indican que estos rasgos son caracteristicos de la especie

Metarhizium anisopliae.

Figura 2. Caracteristicas macroscdpicas (dia 4)

Elaborado por: Chanchicocha 2026.
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Se observaen la Figura 5, el conjunto de caracteristicas a nivel microscopico, las cuales
incluyen hifas alargadas, septadas y ramificadas (amarillo), asi como también conidios
unicelulares (rojo).En la figura 6 se presentan fragmentos de conidiéforos (azul), un mayor
numero de conidios (amarillo) de forma cilindrica e incluso truncados, los cuales estan
dispuestos en cadenas, con longitudes de 2,003 um; 6,655 um 7,220 pum, es decir, menores de
10 um, caracteristicos de Metarhizium anisopliae y un diametro de 2 um, siendo elementos

presentados que coinciden con la descripcion realizada por Humber (2005) y De la Cruz (2016).

Figura 5. Caracteristicas microscopicas

e 4 ) P S
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S

Elaborado por: Chanchicocha 2026.

Figura 6. Caracteristicas microscépicas

Elaborado por: Chanchicocha 2026.

10.1.2. Amplificacion del fragmento ITS

Tras realizar la extraccion y ampliacion del fragmento ITS, se obtuvieron bandas

fluorescentes del amplicon esperado aproximadamente a 600bp (Figura 7), validando que el
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ADN no estuvo degradado ni contaminado, y que se obtiene un producto de Huber buena
calidad aptos para el secuenciamiento, estos elementos son validados y concuerdan con las

descripciones realizadas por Aymacafia, (2025) y Humber (2005).

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa del fragmento amplificado ITS de Metarhizium

anisopliae

M(100bp)

600bp »

Elaborado por: Chanchicocha 2026.
10.1.3. Secuenciacion y analisis bioinformatico

En las secuencias obtenidas se eliminaron regiones de baja calidad, obteniéndose un
porcentaje de calidad HQ de 99,6 % y una longitud de 499 pares de bases (Figura 8). Las
secuencias depuradas fueron comparadas con la base de datos del NCBI mediante la
herramienta BLASTn®, lo que permiti6 confirmar la identidad del hongo como un complejo
de Metarhizium anisopliae, con el 99,60% de identidad (Figura 9). Este conjunto de criterios
coincide con los estudios de calidad que han sido reportados por identificaciones moleculares

como las realizadas por Humber (2005) y De la Cruz (2016).

Figura 8. Ensamblaje y analisis de secuencias de ADN
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M M1its ITS1 b1 - 06Jan 2026 1119 AM  93.3% 510 an 50.2%
M M1its ITS4.ab1 - 06Jan 2026 1119 AM  93.8% 512 497 50.0%
M2its Assembly 2 reads from M2_its assembled using Genei.. 06 Jan 2026 11:39 AM  99.6% 439 - 50.0% 2 inear 99.6%
9 M2its Assembly consensus seque.. 2 reads from M2_its assembled using Genei.. 06 Jan 2026 11:40 AM  39.6% 439 499 49.7% - linear 99.6%
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Elaborado por: Chanchicocha,2026.
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Figura 9. Analisis bioinforméatico BLASTh®
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Elaborado por: Chanchicocha,2026.

10.2. Evaluacion del impacto de los diferentes factores abitticos (salinidad, pH,

temperatura) sobre el desarrollo de Metarhizium anisopliae a nivel in vitro
10.2.1. Efecto de la temperatura sobre el area micelial de Metarhizium anisopliae

Sobre el efecto de la temperatura sobre el crecimiento micelial en area de Metarhizium
anisopliae, el andlisis de varianza aplicado refleja diferencias significativas entre tratamientos
(Tabla 6). Con base a estos resultados, se realizé una prueba de Tukey, la cual se presenta en
la Figura 10.

Tabla 6. Andlisis de varianza para la variable area micelial (cm2) en funcién de la

temperatura para el Gltimo dia de evaluacion (dia 7)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2568,06 3 856,02 1528.,44 <0,0001
Tratamiento 2568.,06 3 856,02 1528,44 <0,0001
Error 4,48 8 0,56
Total 2572,54 11

Nota. Nivel de significancia de 0,05

La prueba de Tukey refleja que la mayor area micelial se registro a 28 °C (36,06 cm?),
lo que le permite diferenciarse del resto de tratamientos aplicados, por lo que indica que a esta

temperatura se favorece el desarrollo del hongo (Figura 10).

Por su parte, a 20 °C se observa un crecimiento de 20,57 cm? siendo significativamente
menor que el tratamiento control, pero superior a las temperaturas restantes. En este sentido,

los tratamientos de 10 y 35 °C presentaron los valores mas bajos de area micelial sin diferencias
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significativas entre ellos, indicando que tanto las bajas como altas temperaturas pueden limitar
de forma considerable el crecimiento de Metarhizium anisopliae.

Figura 10. Prueba de Tukey para la variable area micelial (cm?) en funcion de la

temperatura para el dltimo dia de evaluacion (dia 7)
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Con base a esto, Ramatsitsi et al. (2023) sefialan que al evaluar diferentes aislamientos
fangicos a temperaturas de 10 y 40 °C no presentaron crecimiento, siendo las temperaturas
Optimas entre 27 y 32 °C sin evidenciar diferencias significativas entre los aislamientos. En ese
sentido, los resultados obtenidos se respaldan con estas observaciones, donde la mayor area
micelial se asocia a la temperatura de 28 °C, tolerando incluso temperatura de 20°C, pero no

extremas como 10°C y 35°C.

10.2.2. Efecto del pH sobre el area micelial de Metarhizium anisopliae en condiciones in

vitro

Acerca del efecto del pH sobre el crecimiento micelial de Metarhizium anisopliae el
analisis de varianza indica que existen diferencias significativas entre tratamientos (Tabla 7).
Por lo tanto, con base a estos resultados, se aplicé una prueba de Tukey la cual se presenta en

la Figura 11.
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Tabla 7. Andlisis de varianza para la variable area micelial (cm?) en funcion del pH para el
ultimo dia de evaluacion (dia 7)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 488,02 3 162,67 192,10 0,0001
Tratamiento 488,02 3 162,67 192,10 0,0001
Error 6,77 8 0,85
Total 494,80 11

Nota. Nivel de significancia de 0,05

Con base a la prueba de Tukey (Figura 11), los valores més altos de area micelial se
registraron en pH 5 (25,97 cm?) y pH 6 — control (24,48 cm?), sin presentar diferencias
significativas entre si, indicando que el hongo presenta un desarrollo 6ptimo en medios
ligeramente &cidos. Por otro lado, a pH 7 se observd un crecimiento inferior a los dos
tratamientos anteriores con 16,50 cm?. En contraste, a pH 8, se registra la menor area micelial
(10,16 cm?) diferenciandose estadisticamente de los demas tratamientos. Estos resultados
indican que el rango de pH 6ptimo para el desarrollo micelial de Metarhizium anisopliae. se
sitla entre 5 y 6, mientras que valores neutros y alcalinos afectan negativamente la expansion

del micelio del hongo.
Figura 11. Prueba de Tukey para la variable area micelial (cm?) en funcion del pH para el

ultimo dia de evaluacion (dia 7)
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Con base a esto, Crosby et al. (2025) sefiala que hongos entomopat6genos como
Metarhizium anisopliae. toleran un amplio rango de pH, pero tienden a mostrar mejores tasas

de crecimiento en medios ligeramente &cidos o neutros, reduciendo su velocidad de expansion
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en ambientes alcalinos. Estos resultados son consistentes con los observados dentro del periodo
experimental, donde Metarhizium anisopliae, presenté un mejor desarrollo entre pH 5y 6, y el

menor desarrollo micelial se observo a pH 8.

10.2.3. Efecto de la salinidad sobre el area micelial de Metarhizium anisopliae en

condiciones in vitro

Sobre el efecto de la salinidad sobre el crecimiento de Metarhizium anisopliae, el
analisis de varianza aplicado refleja diferencias significativas entre tratamientos (Tabla 8). En

este sentido, se aplicé una prueba de Tukey la cual se presenta en la Figura 12.

Tabla 8. Andlisis de varianza para la variable area micelial (cm?) en funcién de la salinidad

para el ultimo dia de evaluacion (dia 7)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 286,83 3 95,61 33,23 0,0001
Tratamiento 286,83 3 95,61 33,23 0,0001
Error 23,02 8 2,88
Total 309,85 11

Nota. Nivel de significancia de 0,05

La prueba de Tukey refleja que el mayor crecimiento micelial de registra en el
tratamiento control de 0 mM con 24,43 cm2, el cual difiere estadisticamente respecto al resto
de niveles de salinidad, evidenciando que la ausencia de sal, favorece el desarrollo del micelio.
A 100 mM se observa un crecimiento intermedio de 21,83 cm2, el cual, aunque es menor al
control, es superior a los tratamientos de mayor concentracion salina. Por su parte, los niveles
de 300 mM y 500 mM presentaron los valores mas bajos de area micelial, sin diferencias
significativas entre ellos. De esta manera, los resultados muestran una tendencia decreciente
del crecimiento micelial a medida que aumenta la concentracion de sal, sugiriendo que la

salinidad ejerce un efecto inhibitorio sobre el desarrollo del hongo (Figura 12).
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Figura 12. Prueba de Tukey para la variable area micelial (cm?) en funcion de la salinidad

para el Gltimo dia de evaluacién (dia 7)
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

De esta manera, los resultados obtenidos concuerdan con las observaciones de
Chaudhary et al. (2023) reportan que Metarhizium anisopliae presentan un mejor desarrollo en
condiciones sin incremento de salinidad, algunas cepas pueden tolerar concentraciones
moderadas de sal sin perder su viabilidad, donde a mayores concentraciones puede verse

afectada la actividad metabdlica, la produccion micelial y de esporas.

10.2.3. Cuadro resumen de las variables evaluadas dentro del objetivo especifico 2

Los resultados reflejan que el mayor desarrollo del area micelial se obtuvo bajo las
condiciones de 28 °C, pH 5 a 6 y 0 mM de incremento de salinidad, lo que evidencia que el
crecimiento del micelio es altamente dependiente de los factores fisico-quimicos del medio
(Tabla 9).

En este contexto, la temperatura de 28 °C favorecié la expansion del micelio, lo que
sugiere gue la misma se considera Optima para el desarrollo del hongo, ya que permite una
mayor actividad enzimatica que trae como resultado una mayor elongacion de hifas y, por lo
tanto, una mayor colonizacion, se observa ademas que el hongo tolera temperatura de hasta
20°C. Por otra parte, valores de pH 5 a 6 promueven el desarrollo del micelio, lo que indica que
el hongo presenta una mayor adaptacion a condiciones ligeramente acidas, pero tolera el pH
hasta 8.
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Finalmente, la ausencia de incremento en la salinidad es clave para el desarrollo éptimo
del micelio, lo que sugiere que el hongo es sensible ante la salinidad, donde las altas

concentraciones de sal son tolerables, pero limitan la expansion de las hifas.

Tabla 9. Cuadro resumen de los factores abiéticos sobre el crecimiento in vitro de
Metharizium anisopliae. (ANOVA, Tukey a = 0,05)

Variable Temperatura pH Salinidad
Area micelial 28 °C pHS5-pH6 0 mM
(cm?)
Condiciones 20°C-28°C 5,6,7.,8 O0mM-100mM-
tolerables 300mM-500mM

Nota. Los valores indicados en la tabla representan el nivel de cada tratamiento que mostré mayor desarrollo
(p<0,05)

10.3. Evaluacién el impacto de los diferentes factores abidticos (salinidad, pH,
temperatura) sobre el desarrollo de plantulas de tomate rifién inoculadas con Metarhizium

anisopliae
10.3.1. Efecto del pH sobre el desarrollo de plantulas de tomate rifién

e Altura (cm)

El ANOVA factorial (Tabla 10) evidencia una interaccion significativa entre tratamiento y
dia (p < 0,05) indicando que el efecto de los tratamientos vario a lo largo del tiempo, por lo que
se realiz6 un analisis independiente por dia para identificar diferencias entre tratamientos en

cada fecha de evaluacion.

Tabla 10. ANOVA factorial para la variable altura (cm) en funcién del pH

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 91,21 11 8,29 120,32 <0,0001
Dia 79,01 2 39,50 573,20 <0,0001
Tratamiento 10,65 3 3,55 51,50 <0,000 1
Dia * 1,56 6 0,26 3,76 0,0038
Tratamiento
Error 3,31 48 0,07
Total 94,52 59

Nota. Nivel de significancia de 0,05
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En este contexto, el anélisis de varianza realizado por dia (Tabla 11) reflej6 diferencias
significativas entre tratamientos en los dias 7, 14 y 21 (p < 0,05). Por lo tanto, se aplicé una

prueba de Tukey para cada uno de los dias, cuyos resultados se presentan en la Figura 13.

Tabla 11. Andlisis de varianza para la variable altura (cm) en funcién del pH para los dias
7,14y 21

Dia gl (trat) gl (error) F p-valor CM error

7 3 16 18,66 <0,0001 0,05
14 3 16 9,14 <0,0001 0,07
21 3 16 28,23 <0,0001 0,09

Nota. gl (trat): grados de libertad — tratamiento; gl (error): grados de libertad — error; CM error: cuadrado medio
del error.

El analisis de Tukey para los dias 7, 14 y 21 evidencia que el pH ejerci6 una influencia
marcada durante los primeros dias de evaluacion, mientras que su efecto tendié a disminuir

conforme avanzaba el desarrollo de las plantulas (Figura 13)

En este sentido, para el dia 7, se observaron diferencias claramente definidas entre los
tratamientos, donde el tratamiento de pH sin inoculaciéon y a pH 6 con inoculacion presentan
los valores de altura mas altos, seguido con los tratamientos a pH 5 y 7 con comportamientos
similares. Sin embargo, a pH 8 se muestra el valor méas bajo, sugiriendo que el crecimiento es

particularmente sensible a medios alcalinos.

Para el dia 14, se evidencio una ligera reduccidn entre la amplitud de las medias, donde
el pH — sin hongo mantuvo la mayor altura, pero los tratamientos pH 6 con inoculacion, pH 5
y 7 comenzaron a reflejar comportamientos similares, mientras que a pH 8 siguié registrando

el menor crecimiento.

Finalmente, para el dia 21, los tratamientos a excepcion de aquel a pH 8, se agruparon
en una misma categoria estadistica. Esto, refleja que valores ligeramente acidos a neutros
favorecen un crecimiento mas marcado, mientras que ambientes alcalinos pueden generar una
reduccion en la altura de la planta. Ademas, debido a que no se observan diferencias
significativas entre los tratamientos con y sin inoculacion, no puede decirse que la presencia de
Metarhizium anisopliae. favorece el crecimiento de las plantulas de tomate frente a diferentes

condiciones de pH.
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Figura 13. Prueba de Tukey para la variable altura (cm) en funcion del pH para los dias 7,
14y 21
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Con base a los resultados obtenidos, Zhang (2025) menciona que, dentro del desarrollo
del tomate, el pH es un factor que influye directamente sobre la productividad de la especie. En
este sentido, el autor sefiala que un intervalo de pH ligeramente &cido a neutro, suele mejorar
tanto el crecimiento vegetativo como otros parametros de rendimiento. Asimismo, condiciones

alcalinas pueden asociarse con menor desarrollo y calidad de las plantas.

e Numero de hojas

Acerca de la influencia del pH sobre el nimero de hojas, los tratamientos presentaron un
comportamiento similar durante las etapas iniciales del desarrollo (Tabla 12). Al dia 7, las
plantulas presentaron dos hojas en promedio, indicando que el desarrollo inicial de hojas de las

plantulas no tuvo influencia por parte del pH.

Por otra parte, a partir del dia 14, los tratamientos de pH 5, pH 6 sin hongo, control y 7,
alcanzaron cuatro hojas en promedio, donde a pH 8 se observé un menor desarrollo foliar. Esta
diferencia se mantuvo al dia 21, donde todos los tratamientos conservaron hojas a excepcién de

aquel a pH 8, que permanecid con tres hojas.



37

Tabla 12. Namero de hojas promedio en funcion del pH para los dias 7, 14y 21

Tratamiento Dia 7 Dia 14 Dia 21
pH6-sinhongo 2+0,00 4+0,00 4+0,00
pH 6 - control 2+0,00 4+000 4+0,00

pH 5 2+0,00 4+000 4+0,00
pH 7 2+000 4+000 4+0,00
pH 8 2+0,00 3+0,00  3+0,00

De esta manera, los resultados sefialan que valores de pH entre acidos y cercanos a la
neutralidad, favorecen la emision y mantenimiento de hojas, mientras que las condiciones
alcalinas limitan el desarrollo foliar, teniendo un efecto negativo cobre el crecimiento
vegetativo del tomate. Ademas, al no verse diferencias entre los tratamientos con y sin
inoculacion, no puede decirse que la presencia de Metarhizium anisopliae favorece la emision

de hojas (Figura 14).
Figura 14. Numero de hojas promedio en funcién del pH para los dias 7, 14 y 21
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En este sentido, este comportamiento concuerda con lo reportado por Zhang et al. (2025),
el cual sefiala que un rango de pH de ligeramente acido a neutro, favorece el crecimiento
vegetativo en el tomate, incluyendo la produccion de hojas y otras estructuras, mejorando la
absorcion de nutrientes y la actividad fisiologica. Asimismo, condiciones de pH alcalinos
pueden limitar la disponibilidad de ciertos nutrientes como hierro y fésforo, causando
deficiencias nutricionales que repercuten negativamente en el desarrollo de érganos vegetativos

como hojas.
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e Area foliar (cm?)

El ANOVA factorial (Tabla 13) refleja una interaccion significativa entre los tratamientos
y los dias evaluados (p < 0,05), indicando que los tratamientos no tuvieron un comportamiento
homogéneo a lo largo de tiempo. En este sentido, se realizé un andlisis individual por dia para

determinar diferencias dentro de los tratamientos aplicados.

Tabla 13. ANOVA factorial para la variable area foliar (cm2) en funcion del pH

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 12,02 11 1,09 95,36 <0,0001
Tratamiento 0,76 3 0,25 22,09 <0,0001
Dia 10,49 2 5,24 457,48 <0,0001
Dia * 0,78 6 0,13 11,28 <0,0001
Tratamiento
Error 0,55 48 0,01
Total 12,57 59

Nota. Nivel de significancia de 0,05

En el analisis de varianza realizado por dia (Tabla 14) se observa diferencias
significativas entre los tratamientos aplicados durante el periodo de analisis (p < 0,05). En
este sentido, se aplic6 una prueba de Tukey para cada dia evaluado, cuyos resultados se
presentan en la Figura 15.

Tabla 14. Analisis de varianza para la variable area foliar (cm2) en funcion del pH para los
dias 7,14y 21

Dia gl (trat) gl (error) F p-valor CM error

7 3 16 8,07 0,0017 0,01
14 3 16 16,65 <0,0001 0,07
21 3 16 14,99  0,0001 0,43

Nota. gl (trat): grados de libertad — tratamiento; gl (error): grados de libertad — error; CM error: cuadrado medio
del error.

En este contexto, el analisis de Tukey refleja que el efecto del pH sobre el area foliar se
incrementod conforme pasaban los dias de evaluacion (Figura 15). En el dia 7 solo se detectaron
2 grupos estadisticos, por lo que puede decirse que la influencia del pH todavia no era

plenamente marcada.

Para el dia 14, el tratamiento pH — sin hongo present6 el mayor valor de area foliar,

seguido por pH 6 — control, mientras que a pH 8 se observé el menor desarrollo. Esta tendencia
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permite evidenciar que a medida que el pH aumenta, se compromete el desarrollo foliar de la

planta.

En el dia 21, las diferencias fueron ain mas claras. Los tratamientos a pH 6 reflejaron
los mayores valores de area foliar, mientras que a pH 8 se registré el valor mas bajo. De esta
manera, puede decirse que los valores cercanos a pH 6 favorecen la expansion foliar, mientras
que condiciones mas alcalinas, restringen el desarrollo foliar. Asimismo, los resultados
evidencian que la variable se encuentra influenciada de forma dominante por el pH, ya que al
comparar ambos tratamientos con y sin inoculacion, los resultados més favorables se observan

en el tratamiento donde la planta no se encontraba bajo la influencia de Metarhizium anisopliae.

Figura 15. Prueba de Tukey para la variable area foliar (cm2) en funcion del pH para los
dias 7,14y 21
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Los resultados obtenidos se alinean con lo reportado por Barrows & Hartemink (2023), los
cuales destacan el papel critico del pH dentro de la respuesta fisioldgica de las plantas. En ese
sentido, en rangos ligeramente acidos, la disponibilidad de nutrientes aumenta, lo que favorece
a procesos de division y expansién celular que permiten el incremento del area foliar. Por el
contrario, medios alcalinos reducen la disponibilidad de ciertos nutrientes, generando

deficiencias que se manifiestan en la reduccion del crecimiento y superficie de la hoja.
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e Longitud de raiz (cm)
Sobre el efecto del pH sobre la longitud de la raiz en plantulas de tomate, el analisis de
varianza para el dia 21 refleja diferencias significativas entre tratamientos (Tabla 15). Con

base a esto, se aplico una prueba de Tukey cuyos resultados se presentan en la Figura 16.

Tabla 15. Andlisis de varianza para el efecto del pH sobre la longitud de raiz (cm) de

plantulas de tomate (dia 21)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 4,32 4 1,08 8,07 0,0005
Tratamiento 4,32 4 1,08 8,07 0,0005
Error 2,68 20 0,13
Total 6,99 24

Nota. Nivel de significancia de 0,05

En este sentido, el control presentd un mayor desarrollo radicular de 3,40 cm constituyendo
un grupo significativamente diferente al resto de tratamientos, seguido por el tratamiento pH
sin hongo con 3,2 cm y el pH 5 con 2,84 cm. Por su parte, el tratamiento a pH 7 registro un
valor intermedio de 2,60 cm, mientras que a pH 8 se identificd el menor valor de longitud de
raiz (2,26 cm), indicando una reduccion progresiva del crecimiento radicular a medida que el

medio se volvia més alcalino.

Por lo tanto, los resultados sugieren que valores de pH ligeramente acidos favorecen el
desarrollo del sistema radicular, mientras que condiciones alcalinas, limitan la elongacion de la
raiz. Asimismo, puede decirse que la inoculacion de Metarhizium anisopliae pudo tener un
efecto positivo sobre el desarrollo radicular, ya que los resultados obtenidos en el tratamiento a
pH 6 con inoculacion son superiores a los reflejados por el tratamiento con el mismo nivel de

pH, pero sin inoculacion.
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Figura 16. Prueba de Tukey para el efecto del pH sobre la longitud de raiz (cm) en plantulas
de tomate (dia 21)
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Con base a esto, Devi et al. (2025) sefialan que el pH es un factor clave que determina la
disponibilidad de nutrientes, y que, a su vez, afecta directamente la acumulacion de biomasa
radicular. En este sentido, medios ligeramente acidos favorece la solubilidad macro y
micronutrientes, permitiendo su absorcion y, por lo tanto, inducen el crecimiento vegetativo.
Asimismo, Miao et al. (2023) sefialan que interacciones planta-microorganismos bajo
condiciones adecuadas, pueden favorecer la acumulacion de biomasa a nivel radicular, ya que
favorecen la sintesis de compuestos bioactivos como auxinas, citoquininas y giberelinas

(Gonzélez-Guzman et al., 2020).

e Peso humedo de raiz (g)

El analisis de varianza aplicado en el dia 21 para evaluar el efecto del pH sobre el peso
hamedo de la raiz en plantulas de tomate, refleja diferencias significativas entre tratamientos
(Tabla 16). En ese sentido, se utilizé posteriormente una prueba de Tukey la cual se presenta

en la Figura 18.
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Tabla 16. Analisis de varianza para el efecto del pH sobre el peso humedo de raiz(g) en

plantulas de tomate (dia 21)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 6,6 x10% 4 1,7 x10°% 47,57 <0,0001
Tratamiento 6,8 x10% 4 1,7 x10 47,87 <0,0001
Error 7,1 x10% 20 3,6 x107°
Total 7,5 x10°% 24

Nota. Nivel de significancia de 0,05

Los resultados obtenidos reflejan que el tratamiento control registro el mayor valor
promedio de peso humedo de raiz con 0,024 g, siendo significativamente diferente respecto al
resto de tratamientos, seguido por pH sin hongo con 0,020 y pH 5 con 0,017 g. En contraste,
los tratamientos a pH 7 y 8 presentaron los valores mas bajos con 0,011 g y 0,010 g

respectivamente.

Estos resultados indican que condiciones ligeramente acidas favorecen la acumulacion de
biomasa radicular, mientras que un pH neutro o alcalino, reducen significativamente el peso
himedo de la raiz de tomate. A su vez, el hecho de que el tratamiento a pH 6 inoculado reflejara
resultados superiores al no inoculado, podria inferirse que Metarhizium anisopliae tiene un

efecto positivo dentro de la acumulacion de biomasa radicular. (Figura 17).

Figura 17. Prueba de Tukey para el efecto del pH sobre el peso himedo de raiz (g) en

plantulas de tomate (dia 21)
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Los resultados obtenidos se alinean con lo reportado por Hassan (2023), el cual menciona
que cuando el pH se desplaza a valores neutros o alcalinos, la disponibilidad de algunos
micronutrientes puede disminuir, reduciendo la acumulacién de biomasa en 6rganos como la
raiz. Asimismo, los autores mencionan que, para cultivos como el tomate, rangos ligeramente
acidos favorecen el desarrollo eficiente del sistema radicular. Ademas, Miao et al. (2023)
sefialan que interacciones planta-microorganismos pueden modular respuestas fisioldgicas para
favorecer la acumulacion de biomasa tanto a nivel radicular como aéreo, donde en el caso de
Metharizium spp., favorece la sintesis de compuestos bioactivos asociados al desarrollo

vegetativo (Gonzélez-Guzman et al., 2020).

e Peso seco de la raiz (g)
Sobre el efecto del pH sobre el peso seco de raiz en plantulas de tomate, el anlisis de
varianza para el dia 21 refleja diferencias significativas entre tratamientos (Tabla 17). Con

base a esto, se aplico una prueba de Tukey cuyos resultados se presentan en la Figura 18.

Tabla 17. Andlisis de varianza para el efecto del pH sobre el peso seco de raiz (g) en

plantulas de tomate (dia 21)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 9,2 x10° 4 2.3 x10°% 75,12 <0,0001
Tratamiento 9,2 x10% 4 2.3x10% 75,12 <0,0001
Error 6,4 x10" 20 3,2 x10°%®
Total 9,8 x107° 24

Nota. Nivel de significancia de 0,05

Los resultados obtenidos reflejan que el mayor valor fue registrado para el tratamiento
control con 0,0023 g y por pH sin hongo (0,0022) donde no se evidenciaron diferencias
significativas entre ellos. En contraste, los tratamientos pH 7 y pH 8 mostraron los valores mas

bajos con 0,0011 g y 0,0007 g respectivamente.

Estos resultados indican que condiciones ligeramente acidas favorecen la acumulacion
de biomasa seca radicular, mientras que valores de pH mas neutros y alcalinos reducen
progresivamente el desarrollo de la raiz. Ademas, al no observarse diferencias significativas
entre los tratamientos a pH 6 con y sin inoculacion, no puede decirse que Metarhizium

anisopliae tenga un efecto directo sobre el comportamiento de la variable (Figura 18).
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Figura 18. Prueba de Tukey para el efecto del pH sobre el peso seco de raiz (g) en plantulas

de tomate (dia 21)
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Los resultados obtenidos se alinean a los reportado por Tran et al. (2024), los cuales
mencionan que, a valores ligeramente &cidos, la disponibilidad de fésforo y micronutrientes es
Optima, lo que favorece su absorcidn y la sintesis de compuestos estructurales que desencadenan
la formacion de biomasa radical. Sin embargo, cuando el pH se desplaza hacia condiciones
neutras a ligeramente alcalinas, se limita la absorcion de nutrientes por parte de la razon,
reduciendo la sintesis de biomasa y, por lo tanto, la acumulacién de materia seca en los tejidos

radiculares.

e Peso humedo de los brotes (g)

El anélisis de varianza para el dia 21 aplicado para evaluar el efecto del pH sobre el peso
himedo de brotes en plantulas de tomate, refleja diferencias significativas entre tratamientos
(Tabla 18). En ese sentido, se utilizd posteriormente una prueba de Tukey la cual se presenta

en la Figura 19.
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Tabla 18. Andlisis de varianza para el efecto del pH sobre el peso himedo de brotes (g) en

plantulas de tomate (dia 21)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,10 4 0,02 53,43 <0,0001
Tratamiento 0,10 4 0,02 53,43 <0,0001
Error 0,01 20 7 x10°%
Total 0,11 24

Nota. Nivel de significancia de 0,05

Los resultados reflejan que el mayor valor registrado se asocia al tratamiento pH 6
control con 0,2021 g, siendo estadisticamente diferente al resto de tratamiento. En este sentido,
el siguiente tratamiento con mejor respuesta es el pH sin hongo (0,1917 g) seguido por pH 7
(0,1556 g). Por otro lado, los tratamientos de pH 5 y 8 mostraron los menores valores de peso

con 0,1105 y 0,1014 g respectivamente.

De esta manera, el crecimiento aéreo es favorecido por condiciones ligeramente acidas,
mientras que los pH &cidos y alcalinos redujeron la acumulacioén de biomasa fresca en los
brotes. Asimismo, el hecho de que el mejor comportamiento de la variable se asocie al
tratamiento pH 6 control al compararse con pH sin hongo, permite inferir que Metarhizium
anisopliae junto a condiciones adecuadas de pH favorece a la acumulacion de biomasa asociada

a brotes. (Figura 19).

Figura 19. Prueba de Tukey para el efecto del pH sobre el peso hiumedo de brotes (g) en

plantulas de tomate (dia 21)
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)



46

Con base a esto, Astija (2020) reporta que el crecimiento vegetativo para el tomate se
favorece en condiciones ligeramente acidas, donde se mantienen disponibles diferentes
elementos esenciales para la expansion celular y el desarrollo de brotes. Asimismo, el estrés
por pH se asocia con condiciones acidas y alcalinas que pueden alterar la conductancia

estomaética y la disponibilidad de elementos que generan un menos desarrollo de 6rganos aéreos.

Ademas, Miao et al. (2023) sefialan que interacciones planta-microorganismos entre
algunas cepas de hongo, modulan respuestas fisiologicas que permiten la acumulacion de
biomasa en la planta, como por ejemplo, el incremento de compuestos bioactivos que favorecen

el crecimiento de la planta (Gonzélez-Guzman et al., 2020).

e Peso seco de brotes (g)
El andlisis de varianza aplicado el dia 21 para evaluar el efecto del pH sobre el peso seco
de brotes en plantulas de tomate, refleja diferencias significativas entre tratamientos (Tabla

19). De esta manera, se aplico una prueba de Tukey la cual se presenta en la Figura 20.

Tabla 19. Andlisis de varianza para el efecto del pH sobre el peso seco de brotes (g) en

plantulas de tomate (dia 21)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,7 x10°% 4 4,1 x10% 12,16 <0,0001
Tratamiento 1,7 x10% 4 4.1 x10% 12,16 <0,0001
Error 6,8 x10% 20 3,4 x10°%°
Total 2.3x10% 24

Nota. Nivel de significancia de 0,05

El peso seco de brotes presentd diferencias entre los niveles de pH evaluados (Figura
20). El mayor valor promedio se registrd en el tratamiento control con 0,0155 g, seguido por
pH 5 con 0,0120 g y pH 7 con 0,0117 g. EI menor peso se observo en el tratamiento a pH 8 con
0.0107 g

De esta manera, se evidencio una disminucion del peso seco de brotes conforme el pH
se alejaba del valor de 6, particularmente en condiciones alcalinas, indicando que el pH es un
factor que influye directamente en la acumulacion de biomasa aérea. Ademas, debido a que el
mejor comportamiento de la variable se observa en el tratamiento pH sin hongo, no puede

decirse que Metarhizium anisopliae tenga algun efecto sobre el peso seco de brotes.
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Figura 20. Prueba de Tukey para el efecto del pH sobre el peso seco de brotes (g) en

plantulas de tomate (dia 21)
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Con base a esto, Jackson & Meetei (2020) reportan que los pH ligeramente &cidos
favorecen la disponibilidad de micro y macronutrientes esenciales que repercuten en el
incremento de biomasa seca. Asimismo, valores de pH fuera de estos rangos, como medios
alcalinos y 4cidos, provocan limitaciones en la disponibilidad de elementos estructurales

reduciendo la produccion de materia seca y la asignacion de carbono hacia tejidos aéreos.
10.3.2 Efecto de la salinidad sobre el desarrollo de plantulas de tomate

e Altura (cm)

El ANOVA factorial (Tabla 20) reflejé una interaccion significativa entre tratamiento y
dia (p < 0,05) indicando que el efecto de los tratamientos no fue homogéneo a lo largo del
tiempo. Por lo tanto, se realiz6 un analisis independiente por dia para identificar diferencias

entre tratamientos en cada fecha de evaluacion.

Tabla 20. ANOVA factorial para la variable altura (cm) en funcion de la salinidad

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 317,56 11 28.87 195,39 <0,0001
Tratamiento 291,83 3 97,28 658,40 <0,0001
Dia 11,11 2 5,55 37,59 <0,0001
Dia * Tratamiento 14,62 6 2,44 16,49 <0,0001
Error 7,09 48 0,15
Total 324,65 59

Nota. Nivel de significancia de 0,05
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El andlisis de varianza realizado por dia (Tabla 21) sefial6 diferencias significativas
entre los tratamientos aplicados en los dias 7, 14 y 21 (p < 0,05), por lo que se aplicé una
prueba de Tukey para cada uno de los dias evaluados, los resultados se presentan en la Figura
21.

Tabla 21. Andlisis de varianza para la variable altura (cm) en funcién de la salinidad para
losdias 7, 14y 21

Dia gl (trat) gl (error) F p-valor CM error

7 3 16 155,00 <0,0001 0,13
14 3 16 234,13 <0,0001 0,12
21 3 16 276,72 <0,0001 0,20

Nota. gl (trat): grados de libertad — tratamiento; gl (error): grados de libertad — error; CM error: cuadrado medio
del error

La prueba de Tukey realizada en los dias 7, 14 y 21 evidencio un efecto marcado de la
salinidad sobre la altura de las plantulas evaluadas (Figura 21). En este sentido, durante todo el
periodo de evaluacion, los tratamientos libres de sal reflejaron los mayores valores de altura,
ubicandose como un grupo estadisticamente superior sin diferencias significativas entre ellos,
sugiriendo que la inoculacién del hongo no tiene un efecto sobre la tolerancia a la salinidad. A
su vez, el tratamiento con 100 mM presentd un crecimiento significativamente inferior al
control, pero superior al resto de tratamientos, lo que puede sugerir que las plantas presentan

tolerancia a un estrés salino moderado.

En contraste, las concentraciones de 300 y 500 mM provocaron una inhibicién total del
crecimiento desde el primer dia de evaluacion, manteniéndose sin valores de altura hasta el dia
21, evidenciando que niveles altos de salinidad, impiden completamente el desarrollo
vegetativo de las plantas. Ademas, al no evidenciar diferencias significativas entre los
tratamientos libres de sal con y sin inoculacion, no puede decirse que Metarhizium anisopliae

tenga un efecto sobre el comportamiento de la variable.
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Figura 21. Prueba de Tukey para la variable altura (cm) en funcion de la salinidad para los
dias 7,14y 21
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Por lo tanto, los resultados obtenidos concuerdan con los mencionado por Avila et al.
(2023), quienes mencionan que el exceso de sales induce estrés osmotico e idnico, reduciendo
la disponibilidad de agua y por tanto y desencadenando dafios fisioldgicos que limitan la
absorcion de nutrientes y la elongacion del tallo, donde el tomate de manera particular, es un

cultivo horticola sensible frente a altas concentraciones de NaCl.

En contraste, Chaudary et al. (2023) sefialan que el género Metarhizium al ser aplicado
como tratamiento en plantulas pueden mejorar los parametros de crecimiento en plantas de
tomate bajo estrés salino, sin embargo, en el contexto de los resultados obtenidos, la variable
altura bajo condiciones de salinidad tuvo resultados inferiores a aquellos libres de sal, y a su

vez, no se evidenciaron diferencias entre los tratamientos sin sal con y sin inoculacion.

e Numero de hojas

El nimero de hojas reflejé una respuesta dependiente de la concentracion salina durante
todo el periodo evaluado (Tabla 22). Dentro de los tratamientos sin salinidad y 100 mM se

observo un desarrollo foliar normal, aumentando hasta cuatro hojas hasta el dia 21.

En contraste, las concentraciones de 300 y 500 mM provocaron una inhibicion completa
del desarrollo foliar desde el inicio de la evaluacion. Asimismo, en estos tratamientos no se
registrd desarrollo de hojas, evidenciando un efecto negativo de la salinidad elevada sobre el

crecimiento aéreo de las plantas.
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Tabla 22. Namero de hojas promedio en funcion de la salinidad para los dias 7, 14y 21

Tratamiento Dia7 Dia 14 Dia 21

0 mM —sin 2+0,00 4+000 40,00
hongo

0 mM - control 2+0,00 4 +£0,00 4 +£0,00
100 mM 0+000 00,00 00,00
300 mM 0+0,00 00,00 00,00
500 mM 0+000 00,00 00,00

De esta manera, los resultados reflejan que las concentraciones salinas iguales o
superiores a 300 mM inhiben el desarrollo de hojas verdaderas, mientras que hasta 100 mM la

plantas mantienen su capacidad de desarrollo foliar (Figura 22).

Figura 22. Numero de hojas promedio en funcién de la salinidad para los dias 7, 14 y 21
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Con base a esto, Rosca et al. (2023) mencionan que concentraciones relativamente bajas de
sal, pueden ser tolerables en fases iniciales de crecimiento en tomate, permitiendo cierto
desarrollo vegetativo, aunque con efectos negativos graduales. Asimismo, niveles altos de sal,
generan respuestas de estrés que superan la capacidad adaptativa de la planta, generado
perturbaciones en procesos celulares, nutricionales y metabdlicos que pueden llevar a la
restriccion del crecimiento y emision de hojas. A su vez, Chaudary et al. (2023) mencionan que
la inoculacion del género Metharizium puede favorecer el crecimiento en las plantulas, lo que
permitiria explicar que no existiera diferencias dentro del numero de hojas entre los

tratamientos libres de sal y 100 mM.
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El ANOVA factorial (Tabla 23) reporta una interaccion significativa entre los tratamientos

y los dias evaluados (p < 0,05), indicando que el efecto de los tratamientos no fue el mismo a

lo largo del periodo evaluado. Por lo tanto, se realiz6 un analisis individual por dia para

determinar diferencias dentro de los tratamientos aplicados.

Tabla 23. ANOVA factorial para la variable area foliar (cm2) en funcién de la salinidad

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 24,69 11 2,24 115,95 <0,0001
Tratamiento 20,91 3 6,97 360,02 <0,0001
Dia 1,69 2 0,85 43,67 <0,0001
Dia * 2,09 6 0,35 18,01 <0,0001
Tratamiento
Error 0,93 48 0,02
Total 25,62 59

Nota. Nivel de significancia de 0,05

El anélisis de varianza realizado por dia (Tabla 24) refleja diferencias significativas

dentro de los tratamientos aplicados durante el periodo de anélisis (p < 0,05). Por lo tanto, se

aplicd una prueba de Tukey para cada dia evaluado, cuyos resultados se presentan en la

Figura 23.

Tabla 24. Andlisis de varianza para la variable area foliar (cm2) en funcién de la salinidad

para los dias 7, 14 y 21

Dia gl (trat) gl (error) F p-valor

CM error

7 3 16 124,79 <0,0001
14 3 16 78,90 <0,0001
21 3 16 169,80 <0,0001

0,01
0,02
003

Nota. gl (trat): grados de libertad — tratamiento; gl (error): grados de libertad — error; CM error: cuadrado medio

del error

En este contexto, la salinidad afectd significativamente el desarrollo del area foliar

durante el periodo de analisis (Figura 23). Desde el dia 7, los tratamientos libres de sal reflejan

el mayor valor de area foliar sin diferencias significativas entre ellos, seguido por el tratamiento

a 100 mM. En contraste, los tratamientos 300 mM y 500 mM no registraron area foliar.

Este patron se mantuvo hasta el dltimo dia de evaluacion, donde los tratamientos sin

salinidad alcanzaron los mayores valores de area foliar sin diferencias estadisticas entre si, lo

gue podria sugerir que la inoculacién del hongo no tiene una influencia directa sobre la
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tolerancia a la salinidad por parte de la plantula. A su vez, 100 mM reflejé un crecimiento
moderado de 0,97 cm?y los tratamientos a 300 mM y 500 mM continuaron sin presentar valores

de area foliar.

Figura 23. Prueba de Tukey para la variable area foliar (cm2) en funcién de la salinidad

para los dias 7, 14y 21
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Con base a los resultados obtenidos, Kamal et al. (2024) mencionan que altas
concentraciones de sal causa estrés osmotico e ionico, alterando la fisiologia de la planta. En
ese sentido, este ambiente restringe la division y expansion celular necesaria para la formacion
de hojas y la expansion del area foliar. Por otra parte, respecto a la respuesta observada por el
tratamiento de 100 mM, Borres et al. (2025) sefialan que concentraciones moderadas pueden
ser parcialmente toleradas por las plantulas, sin embargo, a medida que la concentracion
aumenta, la capacidad de adaptacion disminuye y el crecimiento queda severamente

comprometido.

Por otro lado, el hecho de que el tratamiento de 100 mM reflejara resultados inferiores a los
obtenidos para aquellos libres de sal, se contrasta con lo mencionado por Chaudary et al. (2023)
quienes mencionan que la inoculacion del género Metharizium en plantas, favorece el

crecimiento bajo estrés salino.

e Longitud de raiz (cm)
El anélisis de varianza aplicado en el dia 21 para evaluar el efecto de la salinidad sobre la
longitud de la raiz en plantulas de tomate, refleja diferencias significativas entre tratamientos

(Tabla 25). De esta manera, se aplico una prueba de Tukey la cual se presenta en la Figura 24
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Tabla 25. Andlisis de varianza para el efecto de la salinidad sobre la longitud de raiz (cm) en
plantulas de tomate (dia 21)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 63,54 4 15,89 1985,70 <0,0001
Tratamiento 63,54 4 15,89 1985,70 <0,0001
Error 0,16 20 0,01
Total 63,70 24

Nota. Nivel de significancia de 0,05

Los resultados reflejan que, los tratamientos libres de sal con hongo y sin hongo presentaron
el mayor crecimiento radicular con 3,28 cm y 3,15 cm respectivamente, sin evidenciarse
diferencias significativas entre si, seguido por 100 mM con 3,06 cm, lo que sugiere que un nivel
de salinidad moderado permite el desarrollo radicular.

Sin embargo, en los tratamientos de 300 mM y 500 mM no se registro crecimiento de raiz,
evidenciando un efecto inhibitorio por parte de niveles altos de salinidad sobre la elongacion

radicular.

Por lo tanto, los resultados obtenidos reflejan una respuesta negativa frente a niveles altos
de salinidad, ya que ocasionan la supresion completa del crecimiento radicular en las plantulas
de tomate. Ademas, debido a que no se observaron diferencias estadisticas entre los
tratamientos con y sin inoculacién, no puede decirse que Metarhizium anisopliae tenga un

efecto directo sobre el comportamiento de la variable (Figura 25).
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Figura 24. Prueba de Tukey para el efecto de salinidad sobre la longitud de la raiz (cm) en

plantulas de tomate (dia 21)
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Con base a los resultados obtenidos, Rivera et al. (2022) reportan que altas concentraciones
de sal desencadenan limitaciones en la elongacién celular y la division meristemética de las
raices producto del estrés osmético. Asimismo, los autores mencionan que, concentraciones
moderadas de sal pueden ser fisiologicamente toleradas, pero al superar el umbral critico, los

mecanismos de respuesta de la planta se saturan generando una inhibicion del crecimiento.

Ademas, los resultados obtenidos para el tratamiento de 100 mM contrastan los obtenidos
por Chaudary et al. (2023) los cuales sefialan que la inoculacién de Metharizium en plantas,

favorece el crecimiento bajo estrés salino.

e Peso humedo de la raiz (g)

El analisis de varianza aplicado en el dia 21 para evaluar el efecto de la salinidad sobre el
peso humedo de la raiz en plantulas de tomate, refleja diferencias significativas entre
tratamientos (Tabla 26). En este sentido, se aplicd una prueba de Tukey la cual se presenta en

la Figura 25.
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Tabla 26. Andlisis de varianza para el efecto de la salinidad sobre el peso himedo de raiz (g)

en plantulas de tomate (dia 21)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2,7x10°% 4 6,7 x107% 373,32 <0,0001
Tratamiento 2,7 x10° 4 6,7 x10% 373,32 <0,0001
Error 3,6 10x® 20 1,8 x10
Total 2,7 x10% 24

Nota. Nivel de significancia de 0,05

Los resultados reflejan que los tratamientos libres de sal con y sin inoculacién alcanzaron
los mayores valores de peso con 0,0217 g y 0,0215 g respectivamente, sin diferencias
estadisticas entre si, lo que sugiere que la inoculacion no tiene influencia sobre la acumulacion
de biomasa radicular bajo estas condiciones. A su vez, el tratamiento 100 mM con 0,0157 g,
permite evidenciar una pequefia reduccion del desarrollo radicular bajo un nivel de salinidad
intermedio. En contraste, los tratamientos de 300 y 500 mM no registraron valores de peso, lo

que indica una inhibicién total de crecimiento radicular bajo altos niveles de sal.

De esta manera, estos resultados demuestran que la salinidad ejerce un efecto negativo
directo sobre la acumulacion de biomasa radicular, donde incluso el desarrollo de la raiz se ve

completamente suprimido (Figura 25).

Figura 25. Prueba de Tukey para el efecto de salinidad sobre el peso humedo de raiz (g) en

plantulas de tomate (dia 21)
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Con base a los resultados obtenidos, Liu et al. (2024) reporta que altas concentraciones de

sal genera un estrés osmotico intenso que junto con la toxicidad de iones sodio y cloruro, causan
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desequilibrios nutricionales y fisioldgicos sobre las células radiculares, reduciendo no solo la
longitud de las raices sino también la masa fresca de las mismas, trayendo como resultado de
la restriccion del crecimiento celular y la inhibicién de procesos de elongacion. Asimismo, el
hecho de que el tratamiento de 100 mM reflejara resultados inferiores a los obtenidos para
aquellos libres de sal, se contrasta con lo mencionado por Chaudary et al. (2023) quienes
mencionan que la inoculacién del género Metharizium en plantas, favorece el crecimiento bajo

estrés salino.

e Peso seco de la raiz (g)

El anélisis de varianza aplicado el dia 21 para evaluar el efecto de la salinidad sobre el
peso seco de la raiz en plantulas de tomate, refleja diferencias significativas entre tratamientos
(Tabla 27). De esta manera, se aplicé una prueba de Tukey la cual se presenta en la Figura 26.

Tabla 27. Analisis de varianza para el efecto de la salinidad sobre el peso seco de raiz (g) en

plantulas de tomate (dia 21)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 3,1 x10% 4 7,9 x107 396,65 <0,0001
Tratamiento 3,1 x10°% 4 7,9 x10°% 396,65 <0,0001
Error 4,0 10x 20 2,0 x108
Total 3,2x10% 24

Nota. Nivel de significancia de 0,05

Los resultados reflejan que los tratamientos libres de sal presentaron los mayores valores
promedio de peso seco de raiz (0,0021 g para el tratamiento inoculado y 0,0019 g para el no
inoculado), sin existir diferencias significativas entre si, lo que sugiere que la inoculacién no
tiene influencia sobre la acumulacion de biomasa radicular bajo estas condiciones. Por su parte,
el tratamiento de 100 mM alcanz6 un peso de 0,0012 g, mientras que los tratamientos de 300 y
500 mM inhibieron completamente el desarrollo radicular, no evidenciandose valores de peso

en ambos tratamientos (Figura 26).
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Figura 26. Prueba de Tukey para el efecto de salinidad sobre el peso seco de raiz (g) en

plantulas de tomate (dia 21)
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Nota. Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Con base a esto, Gandullo et al. (2021) reportan que en Solanum lycopersicum se ha
observado que la salinidad provoca una inhibicion en el desarrollo del sistema radicular, lo que
se traduce en menor acumulacion de biomasa seca. Ademas, en concentraciones intermedias,
la especie muestra cierto grado de plasticidad y adaptacion, pero al superar la capacidad
fisioldgica de la planta, se puede llegar a reducir la acumulacion de materia seca. Por otro lado,
los resultados obtenidos para el tratamiento de 200 mM contrastan los obtenidos por Chaudary
et al. (2023) los cuales sefialan que la inoculacion de Metharizium en plantas, favorece el

crecimiento bajo estrés salino.

e Peso humedo de los brotes (g)

El anélisis de varianza aplicado en el dia 21 para evaluar el efecto de la salinidad sobre el
peso humedo de brotes en plantulas de tomate, refleja diferencias significativas entre
tratamientos (Tabla 28). En este sentido, se aplicé una prueba de Tukey la cual se presenta la

Figura 27.



58

Tabla 28. Andlisis de varianza para el efecto de la salinidad sobre el peso hiumedo de brotes

(9) en plantulas de tomate (dia 21)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,24 4 0,06 206,36 <0,0001
Tratamiento 0,24 4 0,06 206,36 <0,0001
Error 0,01 20 2,9 x10%
Total 0,25 24

Nota. Nivel de significancia de 0,05

Los tratamientos sin salinidad presentaron los mayores valores de peso con 0,2280 g para
el tratamiento inoculado y 0,2210 g para el no inoculado, no evidencidndose diferencias
significativas entre si, lo que sugiere que la inoculacion no tiene influencia sobre la acumulacion
de biomasa radicular bajo estas condiciones. Por su parte, dentro del tratamiento de 100 mM se
evidencié una reduccion importante de la biomasa aérea (0,1442 g). Finalmente, los

tratamientos de 300 y 500 mM no registraron desarrollo de brotes (Figura 27).

Figura 27. Prueba de Tukey para el efecto de la salinidad sobre el peso himedo de brotes (g)

en plantulas de tomate (dia 21)
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Kumar et al. (2025) reportan que concentraciones superiores a 100 mM de NaCl provocan
reducciones en el peso fresco de brotes de tomate debido a una menor conductancia estomatica
y dafio oxidativo. Asimismo, los autores mencionan que altos niveles de salinidad, generan un
estrés osmotico severo que limitan la absorcion de agua, provocando un colapso del crecimiento
aéreo. Asimismo, el hecho de que el tratamiento de 100 mM reflejara resultados inferiores a los

obtenidos para aquellos libres de sal, se contrasta con lo mencionado por Chaudary et al. (2023)
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quienes mencionan que la inoculacion del género Metharizium en plantas, favorece el

crecimiento bajo estrés salino.

e Peso seco de los brotes (g)
El anélisis de varianza aplicado el dia 21 para evaluar el efecto de la salinidad sobre el
peso seco de brotes en plantulas de tomate, refleja diferencias significativas entre tratamientos

(Tabla 29). De esta manera, se aplicd una prueba de Tukey la cual se presenta la Figura 28.

Tabla 29. Andlisis de varianza para el efecto de la salinidad sobre el peso seco de brotes (g)

en plantulas de tomate (dia 21)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,5x10% 4 3,7 x10% 148,94 <0,0001
Tratamiento 1,5 x10% 4 3,7 x10°% 148,94 <0,0001
Error 5,0x10% 20 2,5 %107
Total 1,5x10% 24

Nota. Nivel de significancia de 0,05

Lo resultados obtenidos reflejan que, el mayor valor promedio se registro en el tratamiento
sin salinidad con inoculacién (0,0175 g) y sin inoculacion (0,0160 g), sin evidenciar diferencias
significativas entre si, lo que sugiere que la inoculacion no tiene influencia sobre laacumulacion
de biomasa radicular bajo estas condiciones. Por su parte, el tratamiento de 100 mM alcanzé
un valor de peso de 0,0092 g, mientras que los tratamientos de 300 y 500 mM no registraron

peso seco de brotes, lo que indica una inhibicion total del desarrollo aéreo.

De esta manera, los resultados reflejan una relacion inversa entre la concentracion salina y
la acumulacion de biomasa seca en brotes, donde los niveles elevados de salinidad limitan el

crecimiento aéreo de las plantulas (Figura 28).
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Figura 28. Prueba de Tukey para el efecto de la salinidad sobre el peso seco de brotes (g) en
plantulas de tomate (dia 21)
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Con base a los resultados obtenidos, Sultana et al. (2025) mencionan que altos niveles de
salinidad genera un estrés osmético e iénico combinado, los cuales generan desequilibrios
celulares que reducen el crecimiento y acumulacién de materia seca en los érganos aéreos,
incluyendo la reduccién de la fotosintesis, reflejando un efecto sistematico negativo sobre el
crecimiento vegetativo. Por otro lado, los resultados obtenidos para el tratamiento de 100 mM
contrastan los obtenidos por Chaudary et al. (2023) los cuales sefialan que la inoculacién de

Metharizium en plantas, favorece el crecimiento bajo estrés salino.

10.3.3. Efecto de la temperatura y la post-helada sobre el desarrollo de plantulas de tomate

10.3.3.1. Temperatura

e Altura (cm)

El ANOVA factorial (Tabla 30) evidencia una interaccion significativa entre tratamiento y
dia (p < 0,05) indicando que el efecto de los tratamientos vario a lo largo del tiempo, por lo que
se realiz6 un analisis independiente por dia para identificar diferencias entre tratamientos en

cada fecha de evaluacion.
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Tabla 30. ANOVA factorial para la variable altura (cm) en funcion de la temperatura

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 219,88 11 19,99 115,21 <0,0001
Dia 18,13 2 9,07 52,25 <0,0001
Tratamiento 147,14 3 49,25 283,85 <0,0001
Dia * 54,01 6 9,00 51,88 <0,0001
Tratamiento
Error 8,33 48 0,17
Total 228,21 59

Nota. Nivel de significancia de 0,05

El andlisis de varianza realizado por dia (Tabla 31) refleja diferencias significativas
entre tratamientos en los dias 7, 14 y 21 (p < 0,05). En funcion de estos resultados, se aplico
la prueba de Tukey para cada uno de los dias, cuyos contrastes se presentan por medio del

grafico de medias correspondiente (Figura 29).

Tabla 31. Analisis de varianza para la variable altura (cm) en funcion de la temperatura
para los dias 7, 14y 21

Dia gl (trat) gl (error) F p-valor CM error

7 3 16 34,41 <0,0001 0,19
14 3 16 38,92 <0,0001 0,12
21 3 16 265,87 <0,0001 0,21

Nota. gl (trat): grados de libertad — tratamiento; gl (error): grados de libertad — error; CM error: cuadrado medio
del error

La prueba de Tukey aplicada a los 7, 14 y 21 permiti6 identificar consistentemente dos
grupos estadisticos entre los tratamientos evaluados (Figura 29). Durante todo el periodo de
analisis, el tratamiento a 10 °C presenta los menores valores promedios, ubicandose en el grupo

“a”, sugiriendo un efecto inhibitorio en el desarrollo vegetativo producto de la baja temperatura.

En contraste, los tratamientos 22 °C sin hongo, 22 °C con hongo y 30 °C muestran
valores promedios superiores, agrupandose en el grupo “b” durante los dias evaluados, sin
diferencias estadistica entre ellos, por lo que puede decirse que la inoculacién de Metarhizium
anisopliae no tiene algun tipo de efecto sobre la altura de las plantas al ser inoculado, siendo el

proceso completamente dependiente de la temperatura.

Estos resultados indican que el efecto negativo de la baja temperatura se manifiesta desde etapas

tempranas del crecimiento de las plantas y se intensifica hasta llegar a una total inhibicion en
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el dia 21. Sin embargo, temperaturas intermedias y altas, favorecieron el crecimiento de las

plantas, sin diferencias significativas entre ellas.

Figura 29. Prueba de Tukey para la variable altura (cm) en funcion de la temperatura para
losdias 7,14y 21
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Con base a los resultados obtenidos, Zhang et al. (2023) mencionan que la fisiologia del
tomate es altamente sensible al frio, incidiendo de forma negativa dentro del crecimiento
vegetativo y produccion. En este sentido, los autores mencionan que temperaturas alrededor de
los 10°C afectan la actividad de las raices, fotosintesis, acumulacion de biomasa, generando

una disminucion del desarrollo vegetal.

Por otro lado, Niu et al. (2022) mencionan que, aunque altas temperaturas pueden
inducir respuestas fisiologicas complejas como: disminucion de la eficiencia fotosintética,
alteracion del potencial hidrico y acumulacion de metabolitos que pueden limitar el crecimiento
tanto en altura y didmetro. Sin embargo, en el caso del tomate, el rango 6ptimo para el desarrollo
general del tomate se situa entre 20° y 30 °C, permitiendo que el eje fisioldgico de la planta

funcione de manera mas eficiente.

e NuUmero de hojas

El nimero de hojas reflejé una respuesta dependiente de la temperatura a lo largo del
periodo de analisis (Tabla 32). En este sentido, al dia 7 todos los tratamientos presentaron 2
hojas en promedio, indicando un desarrollo inicial similar entre los tratamientos térmicos

implementados.

Sin embargo, a partir del dia 14 comenzaron a observarse diferencias, donde los

tratamientos a 22 °C y 30 °C alcanzaron cuatro hojas en promedio, mientras que a 10 °C el
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desarrollo fue menor (3 hojas). Asimismo, al dia 21 aquellas a 30 °C alcanzaron a cinco hojas,

evidenciando un crecimiento foliar ligeramente superior que los tratamientos a 22 °C (4 hojas).

En contraste, el tratamiento a 10 °C registrd ausencia de hojas, sugiriendo una inhibicién

completa del desarrollo foliar.

Tabla 32. Namero de hojas promedio en funcion de la temperatura para los dias 7, 14 y 21

Tratamiento Dia 7 Dia 14 Dia 21
22 °C sin hongo 20,00 4 +0,00 4+0,00
22 °C con hongo 2+0,00 4 +0,00 4 +0,00

30°C 2+0,00 4 +0,00 5+0,00
10 °C 2+0,00 3+0,00 0+0,00

Por lo tanto, los resultados sefialan que temperaturas moderadas y altas favorecen el

desarrollo y mantenimiento de hojas verdaderas, mientras que las temperaturas bajas limitan el

desarrollo foliar, llegando a suprimirlo completamente (Figura 30).

Figura 30. Numero de hojas promedio en funcién de la temperatura para los dias 7, 14 y 21
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De esta manera, este patron concuerda con lo reportado por Mejia-Betancourt et al.

(2025), los cuales sugieren que el tomate presenta un desarrollo 6ptimo vegetativo dentro del

rango de 20 a 30 °C, ya que los procesos fisiolégicos como division celular y elongacion celular

ocurren de manera mas eficiente. Asimismo, temperaturas minimas, ralentizan o detienen

diferentes procesos fisioldgicos como la reduccion del desarrollo vegetativo, donde incluso

temperaturas por debajo de umbrales critico alrededor de los 8 a 12 °C pueden detener el

crecimiento por completo.

e Area foliar (cm?)
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El ANOVA factorial (Tabla 33) sefiala que existe una interaccion significativa entre los

tratamientos y los dias evaluados (p < 0,05), indicando que los tratamientos no mantuvieron

una respuesta constante a lo largo del tiempo. Por lo tanto, se realizé un analisis individual por

dia para identificar diferencias entre los tratamientos aplicados.

Tabla 33. ANOVA factorial para la variable area foliar (cm?) en funcion de la temperatura

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 15,66 11 1,42 59,47 <0,0001
Tratamiento 10,71 3 3,57 149,09 <0,0001
Dia 1,87 2 0,93 39,02 <0,0001
Dia * 3,09 6 0,51 21,48 <0,0001
Tratamiento
Error 1,15 48 0,02
Total 16,81 59

Nota. Nivel de significancia de 0,05

En este sentido, el andlisis de varianza realizado por dia (Tabla 34) reflejé diferencias

significativas entre los tratamientos aplicados en los dias 7, 14 y 21 (p < 0,05). Por lo tanto, se

aplicé una prueba de Tukey para cada uno de los dias evaluados, donde los resultados se

presentan en la Figura 31.

Tabla 34. Andlisis de varianza para la variable area foliar (cm2) en funcion de la

temperatura para los dias 7, 14 y 21

Dia gl (trat) gl (error) F p-valor

CM error

7 3 16 55,69 <0,0001
14 3 16 27,39 <0,0001
21 3 16 79,97 <0,0001

0,56
0,27
0,71

Nota. gl (trat): grados de libertad — tratamiento; gl (error): grados de libertad — error; CM error: cuadrado medio

del error

El analisis por medio de la prueba de Tukey evidencio diferencias significativas entre

los tratamientos dentro del periodo evaluado (Figura 31). En ese sentido, desde el dia 7, las

plantulas con inoculacion del hongo y mantenidas a 22 °C presentaron el mayor desarrollo del

area foliar, diferencidandose estadisticamente del esto de tratamientos, alcanzando un valor

promedio de 2,02 cm? al dia 21.

Por otra parte, los tratamientos a 22 °C sin inoculacién y 30 °C conformaron un grupo

estadistico intermedio en los tres momentos de evaluacion sin diferencias estadisticas entre si.

Al comparar estos resultados con los obtenidos por el tratamiento de 22 °C con inoculacion,
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puede decirse que la presencia del hongo puede impactar de manera positiva sobre el area foliar,
ya que la ausencia de este generd valores inferiores de rea foliar. Asimismo, la temperatura de
30 °C puede haber causado alguna inhibicién dentro de la accion del hongo, resultando al igual

que en el caso anterior, valores inferiores de area foliar.

En contraste, el tratamiento a 10 °C present6 el menor desarrollo foliar desde el inicio
del ensayo, con ausencia total de &rea foliar para el dia 21, siendo estadisticamente inferior al

resto de tratamientos.

Figura 31. Prueba de Tukey para la variable area foliar (cm2) en funcién de la temperatura

para los dias 7, 14 y 21
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Este patron de respuesta se alinea con lo reportado por Mejia-Betancourt et al. (2025),
quienes han destacado el impacto de la temperatura como uno de los principales factores que
determinan el desarrollo de estructuras vegetativas, como el caso de las hojas. En este sentido,
temperaturas extremas de frio y/o calor, reducen la tasa de crecimiento y la expansion celular,
disminuyendo la superficie foliar total, ya que se ve comprometida la actividad enzimatica y la

sintesis de hormonas de crecimiento, limitando la expansion del tejido foliar.

Asimismo, Miao et al. (2023) indican que bajo condiciones adecuadas el
establecimiento de interacciones entre plantas y algunas cepas de hongo, permiten modular la
respuesta fisioldgica y favorecer la acumulacion de biomasa aérea y al mismo tiempo, la

superficie foliar total.
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10.3.3.2. Post-helada

e Altura(cm)

El ANOVA factorial (Tabla 35) refleja que la interaccion tratamiento x dia no fue
significativa (p > 0,05), indicando que las diferencias entre tratamientos se mantuvieron
constantes a lo largo del tiempo. Por lo tanto, se realizé un analisis Gnicamente para el dltimo

dia de evaluacion para identificar diferencias entre los tratamientos aplicados.

Tabla 35. ANOVA factorial para la variable altura (cm) en funcion de la temperatura

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 41,89 8 5,24 25,81 <0,0001
Tratamiento 1,98 2 0,99 4,88 0,1133
Dia 38,75 2 19,38 95,50 0,1100
Dia * 1,15 4 0,29 1,42 0,2469
Tratamiento
Error 7,30 36 0,20
Total 49,19 44

Nota. Nivel de significancia de 0,05

El andlisis de varianza realizado para el dia 30 (Tabla 36) sefiala que no existen
diferencias significativas (p > 0,05) entre los tratamientos aplicados sobre la variable altura. En
ese sentido, la Figura 32 muestra el comportamiento de las variables en funcién de los

tratamientos aplicados de manera grafica.

Tabla 36. Andlisis de varianza para la variable altura (cm) para el dia 30

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,06 2 0,03 0,16 0,8533
Tratamiento 0,06 2 0,03 0,16 0,8533
Error 2,14 12 0,18
Total 2,20 14

Nota. Nivel de significancia de 0,05

Los resultados obtenidos reflejan que, bajo las condiciones del experimento, ni la
inoculacion con Metarhizium anisopliae ni el episodio de helada aplicado, generaron efectos
permanentes sobre el crecimiento final de las plantulas de tomate, ya que se alcanzaron alturas

similares al final del periodo experimental dentro de todos los tratamientos.

Este comportamiento deja en evidencia la alta plasticidad fisioldgica del tomate desde
etapas tempranas, permitiendo la recuperacion del crecimiento una vez reestablecidas
condiciones favorables de desarrollo. Esto, tomando en cuenta que uno de los tratamientos

consistia en la colocacion de la plantula a 22 °C después de un episodio de helada.
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Figura 32. Medias para la variable altura (cm) en funcién de la temperatura para el dia 30
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Con base a estos resultados, Zhang et al. (2023) mencionan que temperaturas entre los 20 y
25 °C favorecen la elongacion y desarrollo vegetativo basico en las plantas de tomate.
Asimismo, temperaturas inferiores a 10 °C ralentizan el crecimiento, pero la plasticidad de
adaptativa de la especie, le permite reestablecer la tasa de crecimiento en temperaturas dentro

del rango 6ptimo.

e Numero de hojas

Acerca del nimero de hojas, en los dias 7 y 14 los tratamientos no mostraron variabilidad.
Sin embargo, en el dia 21 los tratamientos a 22 °C con y sin inoculacion reflejaron 5 hojas,
mientras que el tratamiento sometido a un episodio de helada mantuvo 4 hojas (Tabla 37).

Tabla 37. Namero de hojas promedio en funcion de la temperatura

Tratamiento Dia 21 Dia 25 Dia 30
22 °C sin hongo 4+ 0,00 4+0,00 5+0,00
22 °C con hongo 4+ 0,00 4+0,00 50,00

22 °C - helada 4+0,00 4 +0,00 4+0,00

Por lo tanto, el desarrollo foliar se mantuvo estable bajo 22 °C, mostrando una ligera

limitacidn después de un episodio de helada (Figura 33).

Figura 33. Numero de hojas promedio en funcion de la temperatura
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Zhang et al. (2023) mencionan que, el mantenimiento de las plantulas en temperaturas
dentro de los rangos favorables, reflejan incrementos continuos en nimero de hojas y otros
parametros de crecimiento. Sin embargo, eventos de estrés térmico pueden retrasar procesos de
desarrollo como expansion y formacion de nuevos 6rganos sin afectar los parametros iniciales

de crecimiento.

e Area foliar (cm?)

El ANOVA factorial (Tabla 38) refleja que la interaccion tratamiento x dia no fue
significativa (p > 0,05), indicando que las diferencias entre tratamientos se mantuvieron
constantes a lo largo del tiempo. Por lo tanto, se realizé un andlisis Unicamente para el ultimo

dia de evaluacion para identificar diferencias entre los tratamientos aplicados.

Tabla 38. ANOVA factorial para el &rea foliar en funcion de la temperatura

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 5,73 8 0,72 21,74 <0,0001

Tratamiento 3,62 2 1,81 54,99 0,1120

Dia 1,68 2 0,84 25,53 0,2235

Dia * 0,43 4 0,11 3,23 0,3654
Tratamiento

Error 1,19 34 0,03

Total 6,92 44

Nota. Nivel de significancia de 0,05



69

El andlisis de varianza realizado para el dia 30 (Tabla 39) sefiala que no existen
diferencias significativas (p > 0,05) entre los tratamientos aplicados sobre la variable altura. En
ese sentido, la Figura 34 muestra el comportamiento de las variables en funcién de los

tratamientos aplicados de manera grafica.

Tabla 39. Andlisis de varianza para la variable area foliar para el dia 30

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,92 2 0,46 16,15 0,7565
Tratamiento 0,92 2 0,46 16,15 0,7565
Error 0,31 11 0,03
Total 1,23 13

Nota. Nivel de significancia de 0,05

De esta manera, al no evidenciarse diferencias marcadas entre tratamientos, puede
decirse que ni el efecto de la inoculacion ni a la exposicién de un periodo de helada tienen
influencia sobre el area foliar, donde la temperatura de 22 °C se presenta como el factor

dominante.

A su vez, tal y como se mencioné en la variable de altura, estos resultados reflejan la
alta plasticidad fisioldgica del tomate, ya que bajo condiciones favorables es capaz recuperar
su tasa de desarrollo, incluso después de un episodio de helada como en el caso del tratamiento

aplicado.
Figura 34. Medias para la variable &rea foliar en funcion de la temperatura para el dia 30
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En el contexto del area foliar, Zhang et al. (2023) reportan que temperaturas alrededor

de los 20 a 25 °C favorecen el desarrollo foliar por el aumento de la tasa metabdlica de la planta.
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Asimismo, menciona que temperaturas extremas pueden ralentizar el crecimiento vegetativo de

la especie, pero con la posibilidad de reestablecerla al encontrarse en condiciones dptimas.

10.3.3.3. Efecto de la temperatura sobre el desarrollo de radicular y de brotes en plantulas

de tomate

e Longitud de raiz (cm)

El andlisis de varianza aplicado en el dia 21 para evaluar el efecto de la temperatura sobre
la longitud de la raiz en plantulas de tomate, refleja diferencias significativas entre tratamientos

(Tabla 40). En ese sentido, se aplico una prueba de Tukey la cual se presenta en la Figura 35.

Tabla 40. Andlisis de varianza para el efecto de la temperatura sobre la longitud de la raiz
(cm) en plantulas de tomate (dia 21)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 41,01 4 10,25 479,14 <0,0001
Tratamiento 41,01 4 10,25 479,14 <0,0001
Error 0,43 20 0,02
Total 41,44 24

Nota. Nivel de significancia de 0,05

Acerca de la influencia de la temperatura sobre la longitud de la raiz (Tabla 40), el
tratamiento 22 °C con hongo present6 el mayor de altura con 3,52 cm, seguido por el
tratamiento de 22 °C sin hongo y post-helada, ambos con los mismos resultados de altura y sin
diferencias significativas entre ellos. Esto podria sugerir, que la inoculacion de Metarhizium
anisopliae junto a una temperatura adecuada para el desarrollo de la planta, favorece la longitud
radicular, ademas de que le permite a la planta, recuperarse de un evento de helada. Por otro
lado, a 10 °C no se registrd crecimiento de la raiz (Figura 35).
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Figura 35. Prueba de Tukey para el efecto de la temperatura sobre la longitud de raiz (cm)

en plantulas de tomate (dia 21)
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Nota. Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Con base a los resultados obtenidos, Miao et al. (2023) sefialan que temperaturas fuera
del rango Optimo para la especie, reducen la capacidad de elongacion de las raices y de
formacion de nuevos tejidos radiculares, ya que afectan procesos de division celular y actividad
enzimatica, por lo que, para el caso del tomate, la temperatura 6ptima se sitda alrededor de los
20 °C. Asimismo, los autores mencionan que el establecimiento de condiciones de temperatura
“Optimas, favorece la actividad de interacciones planta-microorganismo que pueden modular la

actividad fisiologica de la planta orientada a la acumulacién de biomasa radicular.

e Peso humedo de la raiz (g)

El andlisis de varianza aplicado el dia 21 para evaluar el efecto de la temperatura sobre el
peso humedo de la raiz en plantulas de tomate, refleja diferencias significativas entre
tratamientos (Tabla 41). De esta manera, se aplicd una prueba de Tukey la cual se presenta en

la Figura 36.

Tabla 41. Andlisis de varianza para el efecto de la temperatura sobre el peso himedo de raiz

(9) en plantulas de tomate (dia 21)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 4.6 x10% 4 1,1 x10% 386,56 <0,0001
Tratamiento 4,6 x10% 4 1,1 x10% 386,56 <0,0001
Error 5,9 x10°% 20 2,9 x10°%
Total 4.6 x10% 24

Nota. Nivel de significancia de 0,05

El tratamiento de 22 °C con hongo registro el mayor peso de raiz con un valor de 0,038 g,

seguido por 22 °C sin hongo con 0,031 g, el cual present6 el mismo valor que el tratamiento
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post-helada y, por lo tanto, no presentan diferencias significativas entre si. Esto sugiere que la
inoculacion con el hongo tiene un efecto directo sobre la robustez del desarrollo radicular. Por
su parte, aunque el tratamiento post-helada no presentd diferencias significativas con el
tratamiento a 22 °C sin hongo, su menor valor sugiere que el evento de helada retardd el

crecimiento radicular y por ende, la acumulacién de biomasa (Figura 36).

Por otra parte, a 30 °C el peso de raiz fue inferior a los tratamientos de 22 °C, lo que indica
que las temperaturas elevadas reducen la acumulacion de biomasa radicular. En contraste, el
tratamiento a 10 °C no registro masa radicular, evidenciandose una fuerte inhibicién producto

de las condiciones de frio.

Figura 36. Prueba de Tukey para el efecto de la temperatura sobre el peso hiumedo de raiz

(9) en plantulas de tomate (dia 21)
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Con base a los resultados obtenidos, Sanchez et al. (2023) mencionan que el tomate
desarrolla su sistema radicular mas eficiente en temperaturas moderadas. En contraste,
temperaturas especialmente cercanas a 10 °C, disminuyen su actividad fisioldgica, frenando
procesos como la elongacién y proliferacion de raices. Ademas, Zhang et al. (2023) menciona
que condiciones de temperatura adecuadas potencia el establecimiento de consorcios
microbianos que favorecen la actividad fisioldgica de la planta orientada a la acumulacion de

biomasa radicular.

e Peso seco de la raiz (g)
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El andlisis de varianza aplicado en el dia 21 para evaluar el efecto de la temperatura sobre
el peso seco de la raiz en plantulas de tomate, refleja diferencias significativas entre
tratamientos (Tabla 42). En este sentido, se aplicé una prueba de Tukey la cual se presenta en

la Figura 37.

Tabla 42. Andlisis de varianza para el efecto de la temperatura sobre el peso seco de raiz (g)

en plantulas de tomate (dia 21)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,1 x10°% 4 2,7 x10°% 1,68 <0,0001
Tratamiento 1,1 x10°% 4 2,7 x10% 1,68 <0,0001
Error 3,2 x10°% 20 1,6 x10°%
Total 43 x10% 24

Nota. Nivel de significancia de 0,05

Los resultados obtenidos reflejan que el valor més alto de peso se registré dentro del
tratamiento de 22 °C con hongo (0,0032 g), seguido con 22 °C sin hongo y post-helada sin
diferencias significativas entre si. En contraste, a 10 °C no se observa acumulacion de materia

seca radicular.

En este contexto, bajo la temperatura de 22 °C, la inoculacién del hongo produjo un ligero
incremento del peso seco, respecto al tratamiento sin inoculacion, pudiendo sugerir un efecto
bioestimulante de Metarhizium anisopliae. A su vez, se observa que un episodio de helada no
limita la acumulacion de biomasa radicular, ya que se evidencia un comportamiento similar al

compararse con los tratamientos de 22 °C sin hongo (Figura 37).
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Figura 37. Prueba de Tukey para el efecto de la temperatura sobre el peso seco de raiz (g) en

plantulas de tomate (dia 21)
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Los resultados obtenidos se alinean con los reportado por Zhang et al. (2023), quienes
sefialan que la temperatura incluye directamente sobre la actividad metabdlica, la division
celular y la sintesis de compuestos asociados con la acumulacion de biomasa seca. Asimismo,
los autores mencionan que temperaturas por debajo del rango Optimo, puede disminuir la
actividad enzimatica y sintesis y transportes de carbohidratos, reduciendo la materia seca
acumulada. Ademas, que rangos térmicos moderados a elevados que no excedan el rango

Optimo para el cultivo, pueden favorecer la produccion de biomasa seca total.

Por otro lado, acerca del ligero incremento en peso seco observado en plantas inoculadas a
22 °C, Miao et al. (2023) mencionan gue las interacciones planta-microorganismos pueden
modular respuestas fisiologicas y favorecer la acumulacién de biomasa, bajo condiciones

adecuadas.

e Peso humedo de los brotes (g)

El anélisis de varianza aplicado el dia 21 para evaluar el efecto de la temperatura sobre el
peso humedo de brotes en plantulas de tomate, reflejo diferencias significativas entre
tratamientos (Tabla 43). De esta manera, se aplicé una prueba de Tukey la cual se presenta en

la Figura 38.
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Tabla 43. Andlisis de varianza para el efecto de la temperatura sobre el peso himedo de
brotes (g) en plantulas de tomate (dia 21)

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,38 4 0,09 207,71 <0,0001
Tratamiento 0,38 4 0,09 207,71 <0,0001
Error 0,01 20 4,6 x10%
Total 0,39 24

Nota. Nivel de significancia de 0,05

Los resultados reflejan que las plantas inoculadas y mantenidas a 22 °C presentaron el
mayor valor promedio (0,3467 g), sequidas por el tratamiento de 22 °C sin inoculacién con
0,3036 g, y el tratamiento post-helada (0,2990 g), los cuales no presentan diferencias
significativas entre si. Por otra parte, a 30 °C el peso humedo disminuyd con un valor de 0,2406

g, mientras que a 10 °C no se registraron desarrollo de brotes.

De esta manera, se sugiere que la temperatura 6ptima para la acumulacion de biomasa aérea
se sitlo alrededor de 22 °C, donde la presencia del hongo se asocid a un ligero incremento del
peso humedo, ademas, puede decirse que un episodio de helada no afecta de manera permanente
la acumulacion de biomasa en la planta, ya que el tratamiento de post-helada presenta un

comportamiento similar a los de temperatura de 22 °C (Figura 38).

Figura 38. Prueba de Tukey para el efecto de la temperatura sobre el peso himedo de brotes
(9) en plantulas de tomate (dia 21)
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Con base a esto, Avola et al. (2020) mencionan que temperaturas bajas reducen de
manera dréstica la actividad enzimatica, la division celular y la elongacion de los tejidos, lo que
limitan el crecimiento aéreo de la planta. Asimismo, temperaturas altas, incrementan la
transpiracion y alteran la estabilidad de las membranas, traduciendose en una menor

acumulacién de biomasa fresca en los brotes.

Respecto al efecto del hongo, Liu et al. (2022) mencionan que algunos microorganismos
pueden mejorar la absorcion de agua y nutrientes, ademas de estimular la produccion de

fitohormonas asociadas al crecimiento, desencadenando una mayor biomasa aérea.

e Peso seco de los brotes (g)
El andlisis de varianza aplicado el dia 21 para evaluar el efecto de la temperatura sobre el
peso seco de brotes en plantulas de tomate, reflejo diferencias entre tratamientos (Tabla 44).

En este sentido, se aplico una prueba de Tukey la cual se presenta en la Figura 39.

Tabla 44. Andlisis de varianza para el efecto de la temperatura sobre el peso seco de brotes

(9) en plantulas de tomate (dia 21)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,5x10% 4 3,8 x10™ 751,25 <0,0001
Tratamiento 1,5x10% 4 3,8 x10™ 751,25 <0,0001
Error 1,0 x10% 20 5,1 x107
Total 1,5 x10 24

Nota. Nivel de significancia de 0,05

Los resultados obtenidos reflejan que el mayor valor de peso se asocia al tratamiento de 22
°C con hongo (0,0207 g), seguidos por 22 °C sin hongo (0,0196 g) y post helada (0,0190 g) sin
presentar diferencias significativas entre estos dos Gltimos tratamientos. Por otra parte, a 30 °C
se registro un peso de 0,0181 g, mientras que en el caso del tratamiento a 10 °C no se evidencio

desarrollo de brotes (Figura 39).

De esta manera, la comparacion entre los tratamientos a 22 °C refleja que la temperatura
junto a la inoculacién de Metarhizium anisopliae mejora la acumulacion de biomasa aérea.
Asimismo, un episodio de helada no limita la acumulaciéon de biomasa, ya que es capaz de
reestablecer su tasa fisiologica al momento de encontrarse en condiciones favorables para su

desarrollo.



77

Figura 39. Prueba de Tukey para el efecto de la temperatura sobre el peso seco de brotes (g)

en plantulas de tomate.
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Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Con base a esto, Zhang et al. (2023) mencionan que temperaturas cercanas a 20-25 °C
suelen ser considerarse Optimas para la mayoria de procesos metabdlicos y fisiolégicos de
Solanum lycopersicum, incluyendo crecimiento celular y translocacion de fotoasimilados hacia
brotes y hojas lo que se traduce en una mayor acumulacion fotosintética de biomasa seca en los
tejidos aéreos, mientras que esta acumulacion se reduce cuando las plantas se exponen a
temperaturas superiores o inferiores de los niveles éptimos, afectando de igual manera la

actividad fotosintética y la sintesis de compuestos estructurales.

Asimismo, Liu et al. (2022) sefialan que algunas cepas de hongos pueden desencadenar
el aumento de la tasa de acumulacion de biomasa aérea gracias a la estimulaciéon de la

produccion fitohormonas especificas y la presencia de condiciones ambientales favorables.
10.3.3.4. Cuadro resumen de las variables evaluadas dentro del objetivo especifico 3

El andlisis conjunto de las variables morfoldgicas asociadas a plantulas de tomate,
evidencian que su desarrollo temprano se encuentra fuertemente influenciado por la
temperatura, el pH y la salinidad, observandose patrones consistentes entre la mayoria de los

parametros evaluados (Tabla 45).

En relacion a la temperatura, el tratamiento de 22 °C con hongo presenta la mejor
respuesta en la mayoria de las variables, incluyendo: altura de planta, area foliar, longitud de

raiz, peso humedo de raiz y peso himedo y seco de brotes. Este comportamiento, indica que 22
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°C es una temperatura que favorece el crecimiento inicial, fomentando tanto el desarrollo aéreo
como radicular, situacion que puede verse potenciada por la inoculacion de Metarhizium
anisopliae, sin embargo, es necesario evaluar por un periodo mas amplio para validar el efecto
dominante del hongo sobre la planta, especialmente en aquellas variables asociadas con el

desarrollo radicular.

Dentro del nimero de hojas, se observo una mejor respuesta a 30 °C y 22 °C. A su vez
valores de pH entre 5 a 7 junto con salinidades de 0 mM con y sin inoculacion de Metarhizium

anisopliae en ambos casos, permitieron un desarrollo foliar similar.

En general, el pH 6 con y sin inoculacion de Metarhizium anisopliae fue el méas
favorable para casi todas las variables evaluadas. Asimismo, la salinidad reflejé un efecto
negativo sobre todas las variables, siendo el tratamiento de 0 mM con y sin inoculacion el que
presento los mejores resultados. No obstante, aungue se observd cierto desarrollo foliar a 100

mM su rendimiento fue notablemente inferior a los controles implementados.

En sintesis, los resultados indican que el establecimiento temprano de plantulas de
tomate, depende de una temperatura cercana a 22 °C, pH alrededor de 6 y por lo general
ausencia de salinidad. Finalmente, la inoculacion fungica mostrd efectos positivos
principalmente a temperaturas 6ptimas, favoreciendo la acumulacion de biomasa y el desarrollo

de las plantas.

Tabla 45. Cuadro resumen de los efectos de los factores abidticos sobre plantulas con y sin

inoculacion de Metharizium anisopliae. (ANOVA, Tukey a = 0,05)

Variable Temperatura Post-helada pH Salinidad
Altura (em) 22 °Cconysin No hay diferencia  pH 6 cony 0 mM — con
hongo y 30° C. significativa™ sin hongo, 5y sin hongo
y7
Nimero de 30 °C 22°Cconysin pHconysin OmMcony
hojas** hongo hongo, 5y 7 sin hongo-
100 mM
Area foliar 22 °C con No hay diferencia pH 6 sin 0 mM cony
(cm?) hongo significativa* hongo sin hongo
Longitud de 22 °C con hongo pH 6 con 0 mM cony
raiz (cm) hongo sin hongo
Peso 22 °C con hongo pH 6 con 0 mM cony
himedo de hongo sin hongo

raiz (g)
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Peso seco de 22 °C con hongo pH 6 cony 0mM cony
raiz (g) sin hongo sin hongo
Peso 22 °C con hongo pH 6 con 0 mM cony
himedo de hongo sin hongo
brotes (g)
Peso seco de 22 °C con hongo pH 6 cony 0mM cony
brotes (g) sin hongo sin hongo

* No se evidencid diferencia significativa entre los niveles de tratamiento post-helada (p > 0,05)
** Se reportan Unicamente los tratamientos con mayor cantidad de hojas

Nota. Los valores indicados en la tabla representan el nivel de cada tratamiento que mostré mayor desarrollo (p <
0,05)

11. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES Y ECONOMICOS)
El desarrollo del presente proyecto genera impactos relevantes en distintos ambitos, al
analizar el desempefio de cepas de Metarhizium anisopliae sometidas a condiciones de distintos
factores abidticos, tanto en ensayos in vitro como en plantulas de tomate rifion. La informacién
generada aporta sustento cientifico para su utilizacién como alternativa bioldgica dentro de

sistemas de produccion agricola orientados a la sostenibilidad.

11.1 Impacto Social

La incorporacion de hongos entomopatdgenos y biocontroladores como Metarhizium
anisopliae en los sistemas agricolas contribuye a la disminucion del uso de productos quimicos
sintéticos, reduciendo la exposicion de productores, trabajadores del sector agricola y
consumidores a sustancias potencialmente nocivas para la salud. Este aspecto adquiere especial
importancia en cultivos de manejo intensivo, como el tomate rifién, donde la aplicacion

frecuente de agroquimicos constituye una practica habitual.

Asimismo, los resultados del estudio favorecen la adopcion de practicas agricolas mas
seguras y responsables, fortaleciendo la conciencia social respecto a la importancia del manejo
integrado de plagas y enfermedades. La difusion de este tipo de conocimiento puede incentivar
a pequefios y medianos productores a implementar alternativas de control bioldgico,
promoviendo una cultura productiva mas alineada con los principios de la sostenibilidad y la

agroecologia.

11.2 Impacto Ambiental

Desde el punto de vista ambiental, la sustitucién parcial o total de fungicidas y pesticidas
de origen quimico por biocontroladores como Metarhizium anisopliae contribuye de manera

significativa a la reduccion de la contaminacion del suelo, el agua y el aire. Al tratarse de
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organismos de origen natural, su aplicacion minimiza los impactos negativos sobre los

agroecosistemas y limita la acumulacion de residuos quimicos persistentes.

Adicionalmente, Metarhizium anisopliae presenta un elevado grado de especificidad
bioldgica, lo que reduce su efecto sobre organismos no objetivo y favorece la conservacion de
la biodiversidad y el equilibrio ecoldgico. La evaluacion de su comportamiento bajo distintos
factores abidticos permite identificar cepas con mayor resistencia y capacidad de adaptacion,
incrementando la probabilidad de éxito en condiciones de campo y fortaleciendo estrategias de

agricultura sostenible frente a escenarios climaticos variables.

11.3 Impacto Econémico

La utilizacion de biocontroladores con un desempefio adecuado puede generar
beneficios econdmicos al disminuir los costos asociados a la adquisicion y aplicacion de
agroguimicos convencionales, los cuales representan una proporcién considerable del
presupuesto de produccidn en el cultivo de tomate rifién. EI empleo de cepas de Metarhizium
anisopliae adaptadas a condiciones de distintos factores abidticos contribuyen a mejorar la
eficiencia del control biologico y a reducir pérdidas relacionadas con la incidencia de plagas y

enfermedades.

De forma complementaria, los sistemas productivos basados en practicas sostenibles y
en el uso de insumos bioldgicos tienden a incrementar la competitividad de los productores,
dado que este tipo de produccién es cada vez mas valorado en mercados nacionales e
internacionales que demandan certificaciones organicas o practicas ambientalmente
responsables. En este sentido, los resultados del proyecto aportan elementos que pueden incidir

positivamente en la rentabilidad y sostenibilidad econémica de los sistemas agricolas.
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12. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

12.1. Conclusiones

La caracterizacion morfologica, dada por estructuras macro y microscopicas, permitio
identificar que la especie del hongo corresponde a Metarhizium anisopliae. A nivel molecular

se identifico que el hongo pertenece al Complejo de Metarhizium anisopliae.

Los factores abioticos influyen en el comportamiento de Metarhizium anisopliae dentro
de los ensayos in vitro. En este sentido, el mayor desarrollo de area micelial se registr6 a 28 °C,
pH 5 a 6 y sin incremento de salinidad (0 mM). El incremento de salinidad limité de manera
significativa el crecimiento, sugiriendo que el hongo es altamente sensible a concentraciones
elevadas de NaCl. Por lo que puede decirse que el crecimiento del hongo es altamente

dependiente de las condiciones fisico-quimicas del medio.

En los ensayos en plantulas, se evidencié que la temperatura de 22°C, el pH 6 y
condiciones sin incremento de salinidad, favorece el desarrollo de plantulas de Tomate Rifidén
variedad Pietro. Se observa ademas que, la inmersion de las semillas en la suspension de
Metarhizium anisopliae mejora el crecimiento vegetativo y aun mas el radicular de la plantula
bajo las mismas condiciones de temperatura y pH. En sintesis, los resultados confirman que los
factores abidticos no solo modulan el crecimiento de Metarhizium anisopliae en condiciones
controladas, sino que también determinan la respuesta fisioldgica del tomate rifion con y sin

inoculacién fungica.
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12.2. Recomendaciones

Se sugiere complementar la caracterizacion morfologica y molecular mediante el
empleo de marcadores genéticos adicionales, con el fin de fortalecer la identificacion y

diferenciacion intraespecifica de especies del complejo Metarhizium anisopliae.

Se recomienda estudiar a mayor profundidad el uso de Metarhizium anisopliae como
un bioestimulante bajo condiciones ambientales favorables para tomate rifion variedad Pietro,
dado que se evidencio un efecto positivo en la acumulacion de biomasa y desarrollo radicular

en plantulas. Continuar los ensayos por un periodo mas prolongado y a nivel de campo.

Se recomienda evaluar variables fisiolégicas como el contenido de clorofila, el
contenido de NPK y micronutrientes, enzimas antioxidantes, y genes relacionados con el estrés
(HSP) para evidenciar la eficiencia de la inoculacion de Metarhizium anisopliae sobre plantulas
de tomate rifion y de esta manera se pueda comprender los mecanismos involucrados en la

respuesta de las plantulas-hongo frente a diferentes tipos de factores abioticos.
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