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1 RESUMEN

El objetivo de la investigacion consistié en la caracterizacion molecular del hongo
Metarhizium ssp, con la finalidad de clasificar morfolégicamente a través de técnicas
moleculares, obteniendo como resultado cepas caracterizadas por morfologia con ayuda de
la secuencia del gen ITS ADNr (Recalde, Aminael, y Rodriguez, 2017) . La presente
investigacion se ejecuto en dos fases consecutivas: la primera en campo, que fue la toma de
muestras de suelo en el provincia del Carchi cantén Mira en la parroquia Jijon y Caamafio
en los sectores de San Jacinto y San Patricio de Chinambi y en el canton Espejo parroquia
El Goaltal en el sector las Juntas total de muestreos realizados 48. La segunda fase
comprende a la de laboratorio en la que se aislaron 24 muestras de Metarhizium spp en
medio de Potata Dextrosa Agar (PDA), y en un medio especifico Neopeptone, KH2POs,
K2HPO4, MgS0a4.7H20, Glucosa, Agar, Erythrosin B, Chlorampfenicol, Cycloheximide,
Streptomycin sulfate salt teniendo en cuenta los factores de humedad, temperatura y pH.
Para la extraccion de ADN de cada aislamiento se amplific6 mediante la técnica PCR con
los primer’s R11 y F11, luego de esto se procedi6 al analisis de la secuencializacion de los
24 aislamientos, dandonos como resultado la identificacion de 4 cepas, siendo éstas:
Metarhizium anisopliae ARSEF 549, Metarhizium anisopliae BRIP 53293, Metarhizium
anisopliae BRIP 53284 y Metarhizium anisopliae.

Palabras clave: Metarhizium, hongos entomopatégenos, PCR.
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2 ABSTRAC

The objective of the research consisted in the molecular characterization of the fungus
Metarhizium ssp, in order to classify morphologically through molecular techniques,
obtaining as a result strains characterized by morphology with the help of the ITS rDNA
gene sequence (Recalde, Aminael, y Rodriguez , 2017). The present investigation was
carried out in two consecutive phases: the first in the field, which was the taking of soil
samples in the province of Carchi Mira canton in the Jijén and Caamafio parishes in the
sectors of San Jacinto and San Patricio de Chinambi and in the canton Espejo parish The
Goaltal in the sector Las Juntas total of samples taken 48. The second phase includes the
laboratory in which 24 samples of Metarhizium spp were isolated in the medium of Potata
Dextrose Agar (PDA), and in a specific medium Neopeptone , KH2POs, KzHPO4,
MgS0a.7H20, Glucose, Agar, Erythrosin B, Chloramphenicol, Cycloheximide, Streptomycin
sulfate salt taking into account the factors of humidity, temperature and pH. For the DNA
extraction of each isolate, it was amplified by means of the PCR technique with the first R11
and F11, after which the sequentialization of the 24 isolates was analyzed, giving as result
the identification of 4 strains, being these: Metarhizium anisopliae ARSEF 549, Metarhizium

anisopliae BRIP 53293, Metarhizium anisopliae BRIP 53284 and Metarhizium anisopliae.

Key Words: Metarhizium, entomopathogenic fungus, PCR.
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3 INTRODUCCION
3.1 PROBLEMA

Para Monzdn, (2011), el uso excesivo de plaguicidas por parte del agricultor provoca efectos
degenerativos en el suelo, el agua y el medio ambiente, forjando un aumento de plagas
debido a que las mismas han desarrollado una resistencia a los diferentes tipos de
insecticidas, por la falta de rotacion de cultivos, por tanto, cada dia la implementacion de
nuevas alternativas son mas necesarias como el caso de los controladores bioldgicos
(Gonzalez, 2003).

Los controladores ayudan a lograr un equilibrio poblacional, con una regulacién de un
organismo que se ve afectado por una plaga, identificando tres tipos: los Depredadores
(insectos y aracnidos), los Parasitoides y los Entomopatdgenos (hongos, bacterias y virus)
(Rodriguez, 2010).

Es por tanto, interesante determinar la caracterizacion molecular, dada la explosion de
tecnologias que permiten apostar a conocer modelos biologicos con diferentes
profundidades, la aplicacion de técnicas que permiten detectar e identificar, de manera

individual o combinadas, moléculas propias de un sistema bioldgico (Ancizar, 2016).

El Ecuador es un pais en vias de desarrollo, en el cual la investigacion de hongos
entomopatogenos a través de caracterizacion molecular no se encuentra muy difundido, lo
cual es de suma importancia para poder identificar organismo puntuales que contribuyan a
combatir plagas en general, permitiendo de esta manera disminuir la contaminacion
ambiental y el mejoramiento de los nutrientes de cada uno de los productos que se siembran
en el pais (Galan, 2012).

Por tanto, la presente investigacion busca la identificacion de cepas de Metarhizium
presentes en suelos de potreros establecidos, con la finalidad de determinar su mecanismo
de accidn, importancia bioldgica y la conservacion del mismo, con el objetivo de aumentar
exponencialmente la cantidad de enemigos naturales, y por ende, llevar a cabo

investigaciones en estudios especificos.



3.2 JUSTIFICACION

Para Allendes (2007), la identificacion de hongos entomopatdgenos usualmente se realiza
por morfologia y por las caracteristicas que presentan, por lo cual es necesario el empleo de
técnicas mas eficientes, confiables y sensibles (identificacion molecular), las mismas que
son aplicaciones especificas que permitan la diferenciacion de entes entomopatdgenos y
puedan ser utiles en la implementacion de medidas apropiadas para un buen control

bioldgico

Para la identificacion molecular de hongos entomopatdgenos se utiliza el analisis de la region
ITS (Internal Transcribed Spacer) del ADNr, mediante la técnica de Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR) que es una de las herramientas o técnica molecular mas empleadas para
la caracterizacion e identificacién de estos. Este método de identificacion es rapida y

confiable, lo que permite la identificacion de hongos. (Ayra, et al., 2001).

Una de las alternativas es el uso de organismos entomopatdgenos, los cuales tienen la
capacidad de reducir las poblaciones de plagas resistentes a los insecticidas, existen varios
tipos, tales como virus, hongos, bacterias y nematodos. Actualmente, se han identificado y
estudiado diversas especies de hongos que afectan plagas de cultivos de importancia
econdmica; muchos de ellos son utilizados exitosamente en programas de control biolégico.
Algunos de estos entomopatdgenos son reproducidos masivamente y se venden

comercialmente (Monzén, 2011).

Uno de los organismos entomopatdgenos es el hongo Metarhizium, el mismo que tiene
multiples ventajas en la eliminacion de plagas en la parte agricola como en la pecuaria los
acaros, ademas de disminuir el uso excesivo de insecticidas y acaricidas toxicos para las

plantas, animales y ser humano (Carolina, 2015).

Cruz (2009), establece que para el correcto analisis molecular del hongo Metarhizium es
necesario contar con las condiciones necesarias para su investigacion, tales como los niveles
de temperatura adecuados de acuerdo a la actividad que se vaya a realizar como la
desnaturalizacion y el alineamiento para que la secuenciacion del hongo en estudio se de en

los mejores ambientes.



3.3 OBJETIVOS
3.3.1 Objetivo General

o Identificar cepas del hongo Metarhizium spp mediante técnicas de PCR y

secuencializacion para evaluar su nivel de patogenicidad.
3.3.2 Objetivos Especificos

e Aislamiento del gen target de diferentes cepas de Metarhizium spp para su
caracterizacion molecular.

e ldentificacién de las cepas de Metarhizium spp mediante la secuencializacion del
gen target.

e Socializar los resultados obtenidos de la investigacion a través de una charla a las

personas interesadas con el fin de motivar su utilizacion.
3.4 HIPOTESIS
Ha: Mediante la secuencializacion se puede identificar cepas del hongo Metarhizium spp.

Ho: Mediante la secuencializacion no se puede identificar cepas del hongo Metarhizium

SPp.
4 ESTADO DEL ARTE

El término hongos entomopatdgenos se debe a que tienen la capacidad de atacar a diferentes
tipos de insectos (Conchillo, et al., 2006), o por ser un medio de control en relacién a la
disminucion de insectos que son vectores de enfermedades que por ende causan dafio al
cultivo también se les puede Ilamar como parésitos obligados o facultativos con una alta
capacidad de esporulacién y sobrevivencia, la ventaja de estos es que tiene la capacidad de
manipulacion y adaptarse a diferentes medios como también tiene la facilidad de penetracion

directa por medio del tegumento.

Los hongos entomopatdgenos constituyen el grupo de mayor importancia en el control
bioldgico de insectos plagas, se conocen aproximadamente 100 generos y 700 especies de

estos. Entre los mas importantes: Metarhizium, Beauveria, Aschersonia, Entomophthora,



Zoophthora, Erynia, Eryniopsis, Akanthomyces, Fusarium, Hirsutella, Hymenostilbe,

Paecelomyces y Verticillium (Ayra, et al., 2001).
4.1  Metarhizium spp

El hongo Metarhizium spp es un entomopatégeno imperfecto de la division Ascomycota,
clase Sordariomycetes, orden Hypocreales, familia Clavicipitaceae, que se caracteriza por
tener una reproduccion asexual y por atacar a un gran namero de especies de insectos (Tabla
1).

Tabla 1

Clasificacion taxondmica de Metarhizium

Taxonomia
Reino Fungi
Divisién Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Clavicipitaceae
Subfamilia Tillandsioideae
Género Metarhizium

Nota. Recuperado de (Leucona, RE. 1995).

El hongo Metarhizium spp, se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza y puede
ser encontrado facilmente en los suelos, donde sobrevive por largos periodos, en rastrojos
de cultivos, estiércol, en las plantas, etc. Logrando un buen desarrollo en condiciones
favorables como lugares frescos, himedos y con poco sol, lo cual evita una erosion del suelo

y por ende disminuye la contaminacion al medio ambiente. Este hongo fue uno de los



primeros microorganismos en ser usado para el control biologico, también es uno de los mas

comunes con una distribucién a nivel mundial. (Monzén, 2011).

Metarhizium spp, ataca a mas de 300 especies de insectos de diversos ordenes. Dentro de
las plagas que son afectadas por este hongo esté la salivita de la cafia de azlcar (Aeneolamia
varia) y chinches de diferentes cultivos. Los insectos muertos por este hongo son cubiertos
completamente por micelio, el cual inicialmente es de color blanco, pero se torna verde
cuando el hongo esporula (DAGRIS, 2004).

Tabla 2

Plagas de importancia economia controladas por hongos entomopatdgenos

) Hongos
Cultivo Plaga ]
Entomopatogenos
Broca
Café Metarhizium anisopliae
Minador

Caria de azucar Salivazo Metarhizium anisopliae
Diversos cultivos Artropodos Metarhizium anisopliae.

Nota. Recuperado de (FAO, 2006)
4.2 Caracteristicas del hongo Metarhizium spp.

Las colonias son adheridas completamente al medio, son de forma redonda totalmente de
color amarillento, verdoso y marron esto se presenta dependiendo del color que sea el

aislamiento.

Conididforo son ramificadas irregularmente, presentan de 2 -3 ramas en cada una de sus

septos su longitud 4-14 um y didmetro 1.5-2.5 um.

Fialides son de forma cilindricas en forma de clava, adelgazadas en el &pice. Estas pueden

medir longitud 6-13 um y didmetro 2-4 pum.



Conidios son de forma generalmente uninucleadas estas pueden medir longitud de 3-9 umy
diametro 1.5-3.5 um de ancho (Bernal, 2000) (Figura 1).

La temperatura y humedad son importantes para la infeccion y esporulacion del hongo ante
la presencia de una agente extrafio. En condiciones de laboratorio, la germinacion puede
ocurrir a partir de las 12 horas, a una temperatura de 23 a 30°C y humedad relativa mayor al
90% (Cafiedo y Ames, 2004).

P .‘
.'r" 1/ \’)A //’
N\ ’
' 4
Q "\"//(" 2)
B « .‘\ \'-\,',/u 4 4
T.:f — N ))
= |f

Figura 1. Estructura Metarhizium . Fuente. (Cafiedo y Ames, 2004).
Nota. En la Figura 1 nos indica como es la estructura del hongo Metarhizium, donde, a) conidios que tienen
forma circular y b) son los conidioforos que tienen forma de ramificaciones.

4.3 Mecanismos de accion de los hongos entomopatdgenos

Para que el hongo entomopat6genos se desarrolle sobre su hospedador realiza las siguientes
fases germinacion, formacion de apresorios, formacion de estructuras de penetracion,
colonizaciéon y reproduccion. El indculo o unidad infectiva estd constituido por las
estructuras de reproduccion sexual y asexual, es decir las esporas y conidios (Monzén,
2011).

e Como muestra en la Figura 2 el proceso inicia cuando la espora se adhiere a la
cuticula del insecto; el cual produce un tubo germinativo y un apresorio, en el cual
se fija la cuticula y se da la penetracion al insecto.

e En la penetracion participan dos mecanismos: el primero el fisico, que consiste en
romper las areas esclerosadas y membranosas de la cuticula, y el mecanismo quimico

consiste en la accién enzimatica (proteasas, lipasas y quitinasas), las cuales causan



descomposicion del tejido en la zona de penetracion (Sepulveda, Gerding, y France,
2012).

e Después la hifa se ensancha y ramifica dentro del tejido del insecto, colonizando
totalmente el cuerpo del insecto (Figura. 2), (Maldonado, 2006).

Otra forma mediante la cual el hongo puede causar la muerte del insecto, es mediante la
produccion de toxinas, como dextruxinas, demetildextruxina y protodextruxina, las cuales
son sustancias de baja toxicidad, pero causando una gran actividad toxica sobre el insecto
(Alves y De Souza, 2014).

' Germinacién
y penetracion

Invasiony
adhesion

Multiplicacion, liberacion de toxinas y muerte

Figura 2. Mecanismo de accion de Metarhizium. Fuente. (Maldonado, 2006).

Nota. En la Figura 2 nos indica el mecanismo de accién del hongo Metarhizium que empieza adhiriéndose al
cuerpo del insecto, para que luego se dé la esporulacion y penetre al cuerpo del insecto, y por Gltimo el hongo
se multiplica y libera toxinas como dextruxinas,demetildextruxina y protodextruxina causando la muerte del
insecto infectado.

4.4 Caracterizacion Molecular

Para la identificacion de las cepas de Metarhizium spp y poder estudiar el mecanismo de
accion de cada cepa, se debe realizar la caracterizacion genética molecular, la cual permite
el analisis de polimorfismos en determinadas moléculas proteicas y en marcadores de ADN,
ademés, comprende la toma de muestras sobre el material biolégico, extraccion en
laboratorio del ADN de las muestras, almacenamiento del ADN, ensayos de laboratorio
(genotipaje o secuenciado), andlisis de los datos, dictamen, y mantenimiento de una base de

datos de informacion genetica molecular, esta actividad se la puede combinar con las



encuestas y/o el seguimiento, ya que la informacion molecular por si sola no se puede usar

para tomar decisiones sobre utilizacion y conservacion (Ayalew, et al., 2003).

FAO (2006), determina que la caracterizacibn molecular se basa en la exploracion la
diversidad genética dentro de una poblacion y entre distintas poblaciones animales, y para
determinar relaciones genéticas entre ellas, donde los resultados de esta investigacion

permitiran:

e Determinar los pardmetros de diversidad dentro de una raza y entre razas;

e Identificar las localizaciones geograficas de determinadas poblaciones y/o de
mezclas entre poblaciones de origenes genéticos distintos;

e Proporcionar informacion sobre relaciones evolutivas (arboles filogenéticos) y
determinar centros de origen y rutas migratorias;

e Iniciar actividades de cartografia génica, incluyendo la identificacion de portadores
de genes conocidos;

e Identificar relaciones de parentesco y genéticas (huella de ADN) dentro de las
poblaciones.

e Apoyar la mejora genética de las poblaciones animales mediante el uso de
marcadores; y

e Desarrollar depdsitos de ADN para investigacion y desarrollo.
4.4.1 Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP)

Los AFLP son una combinacién de la técnica del Polimorfismo en la longitud de fragmentos
de restriccion (RFLP) y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), esta se basa en la
amplificacion selectiva de fragmentos de restriccion mediante PCR. Este método es sensible
para caracterizar ADN y permite una exploracion rapida del polimorfismo del genoma

completo (Oulevey, 2009).
4.4.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica poderosa, que se basa en el apareamiento y polimerizacion enzimatica
de oligonucledtidos utilizados como iniciadores o primers que delimitan la secuencia de

ADN de doble cadena, “blanco” de amplificacion.



Estos iniciadores son sintetizados artificialmente de manera que sus secuencias de
nucleotidos sean complementarias a las secuencias especificas que flanquean la regién
“blanco”. Un ciclo de PCR consta de tres etapas: desnaturalizacion de las cadenas de ADN,
Alineamiento de la cadena y la Replicacion del ADN., este ciclo se repite de 35 a 40 veces
(Brunner, 2004).

4.4.3 Polimorfismo de ADN Amplificados al azar (RAPD)

RAPD es basicamente una variacion del protocolo de PCR, con dos caracteristicas
distintivas: utiliza un primer unico en vez de un par de iniciadores, y el iniciador unico tiene
secuencia arbitraria, por lo tanto, su “secuencia blanco” es desconocido. Debido a esto no se

necesita conocimiento previo del genoma que se esta analizando (Ferreira, 1998).

45 Medio de cultivo

El medio de cultivo es un elemento fundamental que permite el crecimiento favorable de un
microorganismo, mientras tanto, que el cultivo ayuda al desarrollo de un organismo; los
medios de cultivos utilizados en microbiologia para el crecimiento de hongo
entomopatogenos deben tener suficientes nutrientes para su éptimo desarrollo, reproduccion
con un buen pH (6- 6.3), también a estos medios se puede afiadir antibidticos para inhibir el

crecimiento de bacterias que suelen contaminar la muestra (Cafiedo y Ames, 2004).

Los medios pueden ser solidos o liquidos; para tener un medio s6lido se debe colocar una
sustancia solidificante en este caso el Agar, el cual no tiene ningun valor nutritivo sino mas
bien sirve para tener una buena humedad por mucho mas tiempo, lo que es muy favorable

para el desarrollo del hongo(Cafiedo y Ames, 2004).
4.5.1 Medio de cultivo utilizado

45.1.1 Papa Dextrosa Agar (PDA)

Este medio de cultivo es uno de los mas usados en la microbiologia, debido a que nos ayuda
a aislar todo tipo de hongos como Beauveria, Paecilomyces, Lecanicillium (Verticillium) y
Metarhizium, cuando el hongo es aislado directamente del suelo se recomienda acidificar

utilizando &cido lactico en un 25%, también se agrega de 3 a 4 gotas de agar solidificante



para evitar el crecimiento de bacterias saprofitas. Con los mismos ingredientes, excluyendo
el agar, se obtiene el medio liquido de Papa Dextrosa (PDA), muy utilizado para la

preparacion del indculo en forma masiva (Cafiedo y Ames, 2004).
4.5.2 Condiciones que debe tener un medio de cultivo

Se debe tener en cuenta que para que exista un crecimiento de los microorganismos el medio

debe tener lo siguiente

e Contener suficientes nutrientes teniendo en cuenta los factores de crecimiento.

e Temperaturas adecuadas.

e Humedad
° pH
e Oxigeno

e Evitar los microorganismos contaminantes con ayuda de una buena asepsia
(Mondino, 2009).

4.5.3 Componentes minerales

Los medios de cultivo para un buen desarrollo de microorganismos deben tener como

minimo:

e Carbono (C)

e Nitrdgeno (N)

o Auzufre (S)

e Fosforo (P)

e Sales inorganicas (K,Mg,Fe,Ca) (Mondino, 2009).

46 GenlITS

La region del ADN nuclear de los hongos que mas se usa en la identificacion genética es la
region ADN mitocondrial, ya que ésta region tiene un mayor interés de estudio de la filogenia
de la taxonomia de hongos, puesto que estas son las que codifican el ARNr. EI ADNr
mitocondrial tiene 2 genes 16S y 23S que a lo largo de su genoma tiene espacios repetidos,

y el ADNr nuclear tiene muchas copias que van desde 60 hasta 220 en el género Coprinus.
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La secuencia de estos genes estan separados por 2 espaciadores llamados ITS-1 ITS-2 que
en todo su largo tiene 200 a 400 bases, existen genes llamados intergénicos, los cuales no
transcriben la informacidn y son llamados I1GS. Las zonas no codificadas de ADNTr nuclear
son los (ITS-1, ITS-2, IGS) estos son susceptibles a tener mutaciones y por lo tanto tiene un
gran interés en estudios en el reino flngico ya que con su ayuda se puede identificar especies

0 cepas que estén dentro de la misma especie (Figura.3) (lturralde, 2005).

55A
Unidad de rDNA . Unidad de rDNA Unidad de rDNA
| — 1GS [ | — l 1GS | — ]

Figura 3. Genes ribosomales y sus espacios interunidades, espacios intergénicos y dominio de la subunidad
grande. Fuente. (Jacquiot, 2000).
Nota. En la Figura 3 nos indica el espacio interunidades y espacios intergénicos que existen en los genes

ribosomales.

5 METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
51 LUGAR DE DESARROLLO DE LA INVESTIGACION

La fase de campo del presente proyecto se realiz6 en la provincia del Carchi, canton Mira,
en la parroquia Jijon y Caamafio, en los sectores de San Jacinto y San Patricio de Chinambi
asi como en el cantdén Espejo, parroquia El Goaltal en el sector las Juntas, donde se
recolectaron muestras de suelo total 48 muestreos 2 por cada sitio, para posteriormente aislar
y caracterizar Metarhizium spp, en los laboratorios de Microbiologia y Biotecnologia de la

Pontificia Universidad Catoélica del Ecuador Sede Ibarra.
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Figura 4. Sitio muestreado San Jacinto de Chinambi, San Patricio de Chinambi y las Juntas. Fuente. (Mejia

2017).

5.2

5.2.1

MATERIALES, EQUIPOS E INSUMOS

Materiales

Cajas Petri

Frasco Boeco
Probeta

Pipeta 1-10ul

Tubos de ensayo
Gradillas

Mechero de busmen
Vaso de precipitacion
Puntas de 1-10ul
Puntas de 100 — 1000ul
Tubos de eppendorf
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Alcohol

Algodon

Parafilm

Papel Aluminio

Asa bacterioldgica
Guantes

Mandil

Cuaderno de apuntes
Esferogréfico

Céamara fotogréfica
Equipos

Balanza Analitica ADAM ®

Cémara de Flujo Laminar N_BIOTEK®

Autoclave ican CLAVE

Congelador (Thermoscientific™)

Microcentrifuga 6000 rpm (2000 x g) 110v prism.
Incubadora Shaking NB-205L N_BIOTEK®
Germinadora (Thermo Scientific™)

Vortex VX-200 Vortex Mixe

Termociclador MULTIGEN OPTIMAX

Camara de Electroforesis ENDURO™ Electrophoresis
Transiluminador ENDURO™ UV Transilluminator

Insumos

Fosfato de potasio dibasico KoHPO4 (Merck)
Fosfato di potasio mono basico KH2PO4 (Merck)
Fosfato de sodio dibasico Na,HPO4 (Merck)
Cloruro de potasio KCL (Merck)

Sulfato de magnesio heptamidratado MgSO4 7H20 (Merck)

Nitrato de amonio NH4NO3



e Neopeptone (Merck)

e Extracto de Levadura (Merck)

e Glucosa (Merck)

e Potata Dextrose Agar (Merck)

e Erythrosin B (Aldrich)

e Choramphenicol (Sigma)

e Cycloheximide (Sigma)

e Streptomycin sulfate salt (Sigma - Aldrich)

e TAE 1x (Invitrogen)

e Agarosa (Promega)

e Lonza

e Green MM (Master Mix)

e Primers (Thermo Scientific™)

e Proteinasa K (Thermo Scientific™)

e RnasaA(Thermo Scientific™)

e PureLink Genomic Digestion (Thermo Scientific™)
e PureLink Genomic Lisis (Thermo Scientific™)

e PureLink Genomic Buffers 1 (Thermo Scientific™)
e PureLink Genomic Buffers 2 (Thermo Scientific™)
e PureLink Genomic Elucion (Thermo Scientific™)
e Etanol

e Agua destilada esterelizada
5.2.4 Metodologia

El objetivo de la investigacion fue caracterizar molecularmente el hongo Metarhizium ssp,
con la finalidad de clasificar morfolégicamente a través de técnicas moleculares, obteniendo
como resultado cepas caracterizadas por morfologia con ayuda de la secuencia del gen ITS
ADNr (Recalde, Aminael, y Rodriguez, 2017).

El uso de herramientas de caracterizacién molecular se ha incrementado, debido a que estas
técnicas se basan en la amplificacion de una porcion del ADN vy se clasifican segin su

resolucion taxonémica (Vargas, et al., 2015).
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5.3 METODOLOGIA PARA LA FASE DE CAMPO Y LABORATORIO.
5.3.1 Preparacion del Ensayo

5.3.1.1 Fase de Campo

Para la identificacion del hongo Metarhizium spp se procedio al muestreo de suelo, el cual
se lo realizé en la provincia del Carchi, canton Mira, en la parroquia Jijon y Caamario, en los
sectores de San Jacinto y San Patricio de Chinambi asi como en el canton Espejo, parroquia
El Goaltal, en el sector las Juntas, aplicando la metodologia de Flores (2005), donde el
muestreo del suelo se lo realizé en forma de Zigzag en terrenos dedicados al cultivo de pasto,
como alimento forrajero para el ganado, a una profundidad de 10 cm ya que esta es la mas
adecuada para este tipo de cultivos perennes,y se encuentra mayor cantidad de materia
organica, donde se desarrollan favorablemente un cierto nimero de microorganismo como
el hongo Metarhizium spp, se lo hizo con ayuda de un barrenador desinfectado previamente,
donde, se tomé una submuestra a la profundidad antes mencionada, para luego colocar cada
una de estas en bolsas de polietileno con autocierre, luego de esto se realizé una mezcla
homogénea y de esta muestra se obtuvieron 200g, los mismos que se colocaron en una
funda plastica de polietileno etiquetada. Este procedimiento se realiz6 en cada uno de los
potreros seleccionados para este estudio. Las muestras obtenidas en campo se llevaron a los

laboratorios de Microbiologia y Biotecnologia de la PUCE-SI para sus respectivos analisis.

5.3.1.2 Fase de Laboratorio

5.3.1.2.1 Aislamiento del gen target

e En el laboratorio de Microbiologia se realizé el pesaje de las muestras de suelo, se
peso 1g de cada muestra con la ayuda de la balanza analitica, se realizaron diluciones
de suelo en tubos de ensayo, cada uno contenia 9ml de agua destilada tapados con
algodén y papel aluminio, luego de esto, se llevaron al autoclave para su
esterilizacion, luego se procedio a colocar en cada tubo 1g de suelo, donde la dilucion
10 con la ayuda de una pipeta de 1-10ul, se tomo 1ml de esta muestra para la
siembra en las cajas Petri, donde por cada muestra se realiz6 un duplicado,

obteniendo un total de 48 muestras.
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e Encuanto a lo que se refiere para la siembra en cajas Petri se lo realizd en la cAmara
de flujo laminar, las cajas Petri contenia a razon de 20ml de medio selectivo, el cual
estaba conformado por: Neopeptone, KH2PO4, KoHPO4, MgSO4 7H20, Glucosa,
Agar, una vez esterilizado el medio se procedio a afiadir los siguientes compuestos
Erythrosin B, Chlorampfenicol, Cycloheximide, Streptomycin sulfate salt (Tabla 3).

e Para finalizar con el procedimiento del aislamiento del hongo Metarhizium, se sellé
con parafilm cada una de las cajas Petri y se llevo a la germinadora de semillas

alrededor de 15 a 20 dias para evaluar el crecimiento del hongo.
Tabla 3

Medio selectivo utilizado para el crecimiento del hongo Metarhizium spp

Medio Selectivo

1000 g/ml
Neopeptone 60
K2HPO4 0549
MgSO4 7H20 lg
Glucosa 10g
KH2PO4 0549
Agar 209
Cycloheximide 200 mg
Chlorampfenicol 200 mg
Erythrosin B 80 mg
Streptomycin sulfate salt 100 mg

Nota. Recuperado de “Caracterizacion morfoldgica, biolégica y molecular de 20 cepas de Metarhizium
anisopliae” Fuente. (Machado, 2013)

5.3.1.2.2 Crecimiento del micelio.

e Para el crecimiento del micelio se procedio a esterilizar 48 tubos de ensayo, mismos

que contenian 9 ml de agua destilada tapados con algodon y papel aluminio, la
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siembra en los tubos se realizé tomando con un asa bacterioldgica un raspado de la
muestra del hongo que se encontraba en cajas Petri aislado, misma que se sembro en
los tubos de ensayo y se llevo a la germinadora de semillas alrededor de 15 dias, para

posteriormente proceder la extraccion de ADN (Tabla 4).
Tabla 4

Medio Liquido para crecimiento del micelio

Medio Liquido.
1000 g/ml

KH2PO4 0,369
NazHPO4 164g
KCL 1g
MgSO47H20 069
NHsNOs3 0,79
Extracto Levadura 59
Glucosa 10¢

Nota. Protocolo del Laboratorio de (Microbiologia) PUCE-SI . Fuente. Castro, J. 2018 (La autora).

Figura 5. Crecimiento micelio del hongo. Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).
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5.3.1.2.3 Extraccion de ADN

b)

Para empezar la caracterizacion molecular del hongo Metarhizium spp, se utilizaron
cepas cultivadas en caldo nutritivo de PDA (Potata Dextrosa Agar).

Se trabajo con el kit comercial PureLink ® Genomic DNA Mini Kit (InvitrogenR) el
cual provee 7 reactivos (Genomic Lysis/binding buffer, Genomic Digestion Buffer,
Wash Buffer 1, Wash Buffer 2, Genomic Elution Buffer, RNAse A y Proteinase K)
para la extraccion de ADN, atendiendo al protocolo del producto (Martinez, 2012).
Obtencion del Pelet.

Tomamos 1 ml de la muestra del caldo nutritivo liquido a base de KH2POas, Na2HPO4
KCL, MgSQO47H.0, NH4NO3, Extracto de levadura y Glucosa de los tubos de ensayo
donde se encuentra el hongo Metarhizium y los traspasamos a tubos eppendorf con
su respectivo cédigo.

Los tubos eppendorf colocamos en la centrifuga de manera equidistante y dejamos
trabajar por 5 minutos a 10 000 RPM en la centrifuga.

Una vez que sale de la centrifuga baseamos el caldo nutritivo y solo nos quedamos
con el pellet esto repetimos varias veces hasta terminar con la muestra del tubo de
ensayo de esta manera obtenemos mas pellet.

En el tubo de eppendorf con el pellet afiadir 180um de PureLink Genomic tampo6n
Digestion y 20 ul de proteinasa K, llevar al Vortex por 10 segundos para que se
homogenice.

Incubar a 55°C por 1 hora y en intervalos de cada 10 minutos pasamos los tubos
eppendorf en el vortex por 1 minuto.

Afiadir a los tubos de eppendorf Rnasa A llevar al vortex por 20 segundos, retiramos
del vortex y dejamos a temperatura ambiente por 2 minutos.

Afadir 200 ul de PureLink Genomic tampdn lisis Ilevamos al vortex por 2-3
segundos.

Afadir 200 ul de etanol y llevamos al vortex por 2-3 segundos.

Cambiar de los tubos eppendorf a tubos con filtro.

Llevamos a la centrifuga 1 minuto por 10 000 RPM.

Botar el liquido que queda por debajo del filtro.
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e Afadir el PureLink Genomic Lavado Buffers 1y llevar a la centrifuga por 1 minuto
a 10 000 RPM, botamos el liquido que queda debajo del filtro.

e PureLink Genomic Lavado Buffers 2 llevar a la centrifuga por 1 minuto a 10 000
RPM, botamos el liquido que queda debajo del filtro.

e Afadir PureLink Genomic tampén de Elucion llevamos a la centrifuga por 1 minuto

a 10 000 RPM, repetimos una vez mas.

5.3.1.24 PCR

e Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), se utilizé el termociclador (Pro Flex),
siguiendo el protocolo, y estableciendo la temperatura y los tiempos adecuados para

este analisis.

e Para realizar el PCR se comenzo con la limpieza de la camara de flujo laminar con
alcohol.

e Para la extraccién del ADN en un microtubo de 200 ul se colocé agua libre de
nucleasa (Dnase, Rnase) 4,5 ul, primers F11 y R11 afadir 1 ul, posteriormente afiadir
Green MM 12,5 ul y por ultimo afiadir el ADN 5ul en total de muestra seré de 24 ul
(Tabla 5).

e Sacar la temperatura media de los primer’s se hizo contabilizando sus bases tanto en
Adenina, Guanina, Citosina y Timina como se indica a continuacion para

posteriormente mandar al termociclador a esa temperatura.
Primers 1 que corresponde a F11 (GTCAGTAGCTGCAAATCCTTGAG)
Tm=2A+T)+4(G+C)
Tm=2(6+6)+4(6+5)
Tm =24 + 44
Tm =68
Primers 2 que corresponde a R 11 (AATTAAGGGAGAGAGGCGAAQG)

Tm=2(A+T) +4(G +C)
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Tm=2(9+2) +4(9+1)
Tm =22 + 40
Tm =62
Temperatura media

68+62
2

= = 65°C

e EIl PCR se realiz6 en el termociclador Multigene, Optimax de Labnet a 65° de
temperatura alrededor de 2 horas. El protocolo de amplificacion de ADN en el
termociclador consistié en una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos; luego
de 35 ciclos de desnaturalizacion 94°C durante 30 segundos, seguido un lineamiento
a 55.6°C por 45 segundos y una elongacién a 72°C por 90 segundos. Posterior a este
proceso se realizé una desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos seguido de un
alineamiento a 55.6°C por 45 segundos. Para finalizar se realizé una extension a
72°C por 90 segundos.

e Estas muestras fueron colocadas en el Refrigerador del Laboratorio de Biotecnologia
a -30°C para luego ser enviadas a secuenciar a la empresa Macrogen ubicada en
Corea para determinar especie de las cepas aisladas.

e Tablab

Extracciéon de ADN

Extraccion de ADN

Agua libre de nucleasas 4,5 ul
Primers 1 F11 1ul
Primers 2 R11 1ul
Green MM 12,5 ul
ADN 5ul
Total muestra 24 ul

Nota. Protocolo del laboratorio de (Biotecnologia) PUCE-SI. Fuente: Castro, J. 2018 (La autora).
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5.3.1.2.5 Electroforesis

e Preparacion del gel

e Pesar 1,5 g de agarosa.

a) Medir 100 ml de TAE1x.

b) Mezclamos la agarosa y TAE1x y llevamos al microondas por 30 segundos hasta
ebullicién luego afadir 5 ul de lonza y la mezcla colocar en la placa de gel y dejar
que se condense.

e Se utilizé una micropipeta mediante la cual se cargé en el primer pocillo del gel 5ul
del indicador de peso molecular DNA Ladder 100ppb, seguidamente fueron cargados
a los pasillos restantes muestras de 8ul, compuestas por una mezcla de 5ul de los
productos de la PCR mas 1 pl de Primer F11 y 1 pl R11. Una vez colocadas las
muestras se procedio a tapar la camara de electroforesis y se colocé los electrodos en
la fuente de energia. La electroforesis corrié a un voltaje de 160v (voltios) y 500 A
(Amperios) durante un lapso de 120 minutos.

e Finalmente se verifico si existe presencia de ADN mediante el Transiluminador

como se muestra en la figura 6.

Figura 6. Electroforesis. Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

Nota. En la Figura 6 nos indica la presencia de ADN en un gel de agarosa al 1%.
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5.3.1.2.6 Secuencializacion

e En la camara de flujo en una caja de 96 pocillos se coloco 5 ul de ADN, 2 ul de los
primer’s F11 y R11 con su respectivo etiquetado (Tabla 6).

e Las muestras de la caja de 96 pocillos se enviaron a la empresa MACROGEN para
la secuenciacion de ADN.

e Una vez obtenidas las secuencias de ADN se alinearon con el programa estadistico
BLAST para determinar la especie de hongo y su homologacion, posteriormente con
el programa bioinformética PRIMER 7 se efectu6 los emparejamientos de las

secuencias asi se establecié la familiaridad de las secuencias obtenidas.
Tabla 6

Reactivos que se colocd en la secuencializacion

Secuencializacién

ADN 5ul
Primers 1 F11 1ul
Primers 2 R11 1 ul
Total muestra 7 ul

Nota. Datos obtenidos el laboratorio de (Biotecnologia) PUCE-SI Fuente: Castro, J. 2018 (La autora).

22



6 RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 FASE DE LABORATORIO

De las muestras de suelo que se tomaron en la provincia del Carchi canton Mira en la
parroquia Jijon y Caamafio en los sectores de San Jacinto y San Patricio de Chinambi y en
el canton Espejo, parroquia El Goaltal en el sector las Juntas. Se llegaron a identificar 4
cepas de Metarhizium spp presentes en los potreros de la zona en estudio las 4 cepas
identificadas son: Metarhizium ARSEF 549, Metarhizium BRIP 53293, Metarhizium BRIP
53284 y Metarhizium anisopliae.

7EITIOW 7E1SW 78 18S5W 78 1B
) M

SITIOS DE MUESTREO

SITIOS DE MUESTREO

78 110W

Figura 7. Sitio Muestreado. Fuente. (Mejia, 2017).

Nota. En la Figura 7 nos muestra los 48 sitios muestreados con ayuda del GPS, en la provincia del Carchi
cantén Mira en la parroquia Jijon y Caamarfio en los sectores de San Jacinto y San Patricio de Chinambi y en
el cantdn Espejo, parroquia El Goaltal en el sector las Juntas ubicado al Sur Occidente de la provincia a una
escala de 1: 6000.
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6.1.1 Aislamiento del gen target de diferentes cepas de Metarhizium spp para su
caracterizacion molecular.

Una vez realizado el aislamiento del gen target se observo la presencia de Metarhizium spp,
de manera visual, para corroborar la existencia de dicho hongo se procedi6 a la

secuencializacion.

Figura 8. Aislamiento gen target. Fuente: Castro, J. 2019 (La Autora).

Nota. En la Figura 8 podemos visualizar al hongo Metarhizium spp en cajas Petri en Potata Dextrosa Agar
(PDA), a los 15 dias en la germinadora de semillas.

Para Cafiedo (2004), la esterilizacion de equipos y materiales de laboratorio es crucial para
inhibir el crecimiento de ciertos patdgenos y asi poder aislar organismos especificos como

en este caso Metarhizium spp.

Al comparar datos obtenidos en la investigacion de (Conchillo, et al., 2006), podemos
corroborar que el medio de siembra utilizado en nuestra investigacion para el aislamiento
del gen target fue el adecuado, obteniendo resultados similares, donde las colonias que se
obtuvieron en PDA fueron de color blanco y algodonosas al inicio, pero con el transcurso

del tiempo se tornaron amarillo verdoso y finalmente verde olivo oscuro.

La obtencion de cepas de Metarhizium spp, se obtuvo en un promedio de 15 a 20 dias,
incubadas a 28°C, donde el medio selectivo y la técnica utilizados en nuestra investigacion

fueron los adecuados al comparar con datos similares que se muestran en la investigacion
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“Viabilidad de cepas de Metarhizium” realizada por Lépez (2014), donde la germinacion y

crecimiento del hongo prospera en un tiempo de 20 dias a una temperatura de 28°C.

En nuestra investigacion la extraccion de ADN se la realizd con la ayuda del protocolo de
Invitrogen y para la verificacion del ADN un gel de agarosa al 1% y el uso de primer’s N°
Accesion  AY842949 F/R F11 (GTCAGTAGCTGCAAATCCTTGAC y R11
(AATTAAGGGAGAGAGGCGAAG), este mismo protocolo como los primer’s fueron
utilizados en la investigacion denominada “ldentificacion de las cepas de Metarhizium spp”,
realizado por Machado (2013), siendo esta técnica favorable para la obtencidn de cepas de

Metarhizium spp.

Comparando datos obtenidos de la investigacion de Lopez, (2014) acerca de viabilidad de la
cepa de Metarhizium anisopliae, se puede comparar que los datos alcanzados en el trabajo
realizado son factibles ya que utiliza la misma técnica en comparacion con la nuestra (L6pez,
2014) para la extraccion se usa el ADN gendmico, con la ayuda del micelio del hongo para
obtener el pellet, y para la verificacion de calidad de ADN utiliza la electroforesis en un gel

de agarosa al 1%.

6.1.2 Identificacién de las cepas de Metarhizium spp mediante la secuencializacion
del gen target.

e Una vez aisladas y caracterizadas molecularmente las cepas de Metarhizium spp, se
enviaron a la empresa Macrogen para su respectiva caracterizacion, obteniendo como

resultado 4 cepas (Tabla 7).
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Tabla 7

Cepas encontradas en la investigacion

o 3 GC Guanina y )
Nombre Codigo Tamario (Mb) o Genes Proteina
Citosina (%)

Metarhizium ARSEF 549 38.5043 50.90 10891 10891
ARSEF 549
Metarhizium

BRIP 53293 38.6725 51.40 11415 11415
BRIP 53293
Metarhizium

BRIP 53284 38.08888 51.50 11456 11456
BRIP 53284
Metarhizium anisopliae E6 38.4771 50.50 10958 100796

Fuente: Castro, J. 2019 (La Autora).
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Al obtener los resultados de la secuencializacion se puede concluir que existe presencia de
Metarhizium spp, en el suelo donde se realizo la investigacion; esto se debe a que este hongo
estd dentro de los mas frecuentes en suelo a nivel mundial, debido a su alta eficiencia y
facilidad de multiplicarse (Allendes, 2007).

Las cepas identificadas en esta investigacion se desarrollan naturalmente en los suelos de

todo el mundo, las cuales son:

Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures (Coleccion de cultivos de hongos
entomopatogenos) (ARSEF) y Research of fungal bioprotection in entomology

(Investigacion de bioproteccidn de hongos en entomologia) (BRIP)

=+ Metarhizium anisopliae ARSEF 549 y Metarhizium anisopliae BRIP 53293, este
hongo causa enfermedades a insectos de orden coledpteros, y actlia como parasitoide,
por tanto, tienen ventajas como controladores bioldgicos (Allendes, 2007).

+ Metarhizium anisopliae BRIP 53284, debido a que se presenta en el suelo sin
dificultad esta cepa es ampliamente empleada como un agente biocontrolador de
artrépodos en la agricultura y ganaderia, atacando a una amplia gama de
hospedadores. (Carrer, 2016).

+ Metarhizium anisopliae, ataca a un sin nimero de insectos en condiciones naturales
causando la enfermedad conocida como Muscardina verde. Durante la patogénesis
de hongo, sintetiza enzimas que degradan polimeros de la cuticula (lipidos, proteinas

y quitinas), aprovechando los nutrientes para su desarrollo (Padilla, 2000).

En una investigacion realizada por Jaramillo (2005), para el debido aislamiento de
Metarhizium desde el suelo utilizo la técnica de Zig-Zag a la misma profundidad en la que
realizamos en el presente trabajo, se verifico la presencia de Metarhizium anisopliae, este
hongo en la investigacion que realizaron es un buen controlador bioldgico en la broca de

café Hypothenemus hampei tiene como porcentaje de mortalidad de un 94%.

En una investigacion realizada por Bernal, (2000) en base a caracterizacién molecular de
variedades de Metarhizium anisopliae y var. majus; se caracterizaron 51 aislamientos de
los cuales encontré una variedad de anisopliae la cual fue la mas comun y solamente

obtuvieron 4 aislamientos de variedad majus. En investigaciones realizadas en China se
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registraron 3 nuevas especies Metarhizium cylindrosporae, Metarhizium guizhouense y

Metarhizium pingshaense

Figura 13. Metarhizium anisopliae ARSEF 549. Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).
Nota. Muestra del Sector San Patricio de Chinambi ubicado en la provincia del Carchi cantén Mira en la

parroquia de Jijon.

Figura 14. Metarhizium anisopliae BRIP 53293. Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).
Nota. Muestra del Sector San Patricio de Chinambi ubicado en la provincia del Carchi canton Mira en la

parroquia de Jijon.

36



4

Figura 15. Metarhizium anisopliae BRIP 53284. Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

Nota. Muestra del Sector las Juntas ubicado en el cantén Espejo parroquia El Goaltal

e

Figura 16. Metarhizium anisopliae. Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

Nota. Muestra del Sector San Patricio de Chinambi ubicado en la provincia del Carchi cantén Mira en la

parroquia de Jijon.
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Resultados de la Socializacion

La socializacion de esta investigacion se realizo en el Pontificia Universidad Catolica del
Ecuador Sede Ibarra, Al curso y personas interesadas en donde se dio a conocer la

importancia del hongo Metarhizium spp.

A los participantes de la socializacion se realiz6 una encuesta para evaluar el nivel de interés,
de la investigacion. La encuentra consta de nueve preguntas las cuales son evaluadas al
100%.

Pregunta 1. ;Considera usted que la sala donde se desarrollo este evento brindé las

comodidades necesarias?

La Figura 17 nos indica el resultado de la pregunta 1 donde un 92% muy alto de las personas
encuestadas consideran que el lugar donde se realiz6 la socializacion tiene las comodidades

necesarias y un 8% alto.

éConsidera usted que la sala donde se desarrolld este
evento brindé las comodidades necesarias?

m MUY ALTO

mALTO
MEDIO
BAJO

H NULO

Figura 17. Tabulacion pregunta 1. ;Considera usted que la sala donde se desarroll6 este evento brindd las
comodidades necesarias Fuente: Castro, J. 2019 (La Autora).

Pregunta 2. ¢ Considera usted que el material audiovisual utilizado en la presentacion

fue adecuado?

En la Figura 18 nos indica el resultado de la pregunta 2, en donde el 92 % de los asistentes
consideran muy alto que el material audiovisual utilizado en la presentacion fue adecuado;

mientras que el 25 % lo considera alto.
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é¢Considera usted que el material audiovisual utilizado en la
presentacion fue adecuado?

8%

u MUY ALTO

mALTO

= MEDIO
BAJO

H NULO

Figura 18. Tabulacion pregunta 2. ;Considera usted que el material audiovisual utilizado en la presentacion
fue adecuado? Fuente: Castro, J. 2019 (La Autora).

Pregunta 3. ;Considera usted que el expositor mostré dominio del tema?

En la Figura 19 nos indica el resultado de la pregunta 3, en donde el 100 % de los asistentes

consideran muy alto que el expositor mostré dominio del tema.

é¢Considera usted que el expositor mostré dominio del
tema?

B MUY ALTO

mALTO

= MEDIO
BAJO

ENULO

Figura 19. Tabulacion pregunta 3. ;Considera usted que el expositor mostré dominio del tema? Fuente: Castro,
J. 2019 (La Autora).
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Pregunta 4. ¢Estima usted que el manejo del auditorio por parte del expositor fue

adecuado?

En la Figura 20 nos indica el resultado de la pregunta 4, en donde el 75% de los asistentes
consideran muy alto que el manejo del auditorio por parte del expositor fue adecuando,

mientras que el 25% lo considera alto.

¢Estima usted que el manejo del auditorio por parte del
expositor fue adecuado?

= MUY ALTO

W ALTO

= MEDIO
BAJO

mNULO

Figura 20. Tabulacion pregunta 4. ¢Estima usted que el manejo del auditorio por parte del expositor fue
adecuado? Fuente: Castro, J. 2019 (La Autora).

Pregunta 5. ;Considera usted que el expositor demostro facilidad de expresion?

En la Figura 21 nos indica el resultado de la pregunta 5, en donde el 92% de los asistentes
consideran muy alto que el expositor mostro facilidad de expresidn, mientras que el 8% lo

considera alto.
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é¢Considera usted que el expositor demostré facilidad de
expresion?

m MUY ALTO

mALTO

= MEDIO
BAJO

H NULO

Figura 21. Tabulacion pregunta 5. ;Considera usted que el expositor demostro facilidad de expresion?
Fuente: Castro, J. 2019 (La Autora).

Pregunta 6. ¢Considera usted que el tema investigativo posee relevancia para algun

actor y/o sector de la sociedad?

En la Figura 22 nos indica el resultado de la pregunta 6, en donde el 100 % de los asistentes

consideran muy alto que el tema investigativo pose relevancia para un sector de la sociedad.

éConsidera usted que el tema investigativo posee
relevancia para algun actor y/o sector de la sociedad?

B MUY ALTO

B ALTO

= MEDIO
BAJO

ENULO

Figura 22. Tabulacion pregunta 6. ;Considera usted que el tema investigativo posee relevancia para algun

actor y/o sector de la sociedad? Fuente: Castro, J. 2019 (La Autora).
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Pregunta 7. ¢ Considera usted que ésta investigacion posee perspectiva para estudios

complementarios posteriores?

En la Figura 23 nos indica el resultado de la pregunta 7, en donde el 83% de los asistentes
consideran muy alto que la investigacion posee una perspectiva para estudios

complementarios, mientras que el 17% lo considera alto.

é¢Considera usted que ésta investigacion posee
perspectiva para estudios complementarios posteriores?

= MUY ALTO

B ALTO

= MEDIO
BAJO

mNULO

Figura 23. Tabulacién pregunta 7. ;Considera usted que ésta investigacion posee perspectiva para estudios

complementarios posteriores? Fuente: Castro, J. 2019 (La Autora).

Pregunta 8. ¢Considera usted que el tema investigado genera actualmente o a futuro
un beneficio concreto para alguna organizacion empresa publica o privada, comunidad

o0 institucion?

En la Figura 24 nos indica el resultado de la pregunta 8, en donde el 83% de los asistentes
consideran muy alto que la investigacion genera beneficios para alguna organizacion,

empresa publica o privada, comunidad o institucidn, mientras que el 17% lo considera alto.
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é¢Considera usted que el tema investigado genera
actualmente o a futuro un beneficio concreto para
alguna organizaciéon empresa publica o privada,
comunidad o institucion?

= MUY ALTO

W ALTO

= MEDIO
BAJO

mNULO

Figura 24. Tabulacion pregunta 8. ;Considera usted que el tema investigado genera actualmente o a futuro
un beneficio concreto para alguna organizacion empresa publica o privada, comunidad o institucion? Fuente:
Castro, J. 2019 (La Autora).

Pregunta 9. ¢En funcion de los objetivos planteados expuestos en la investigacion,

considera usted que éstos se cumplieron?

La Figura 25 nos indica el resultado de la pregunta 9, en donde el 92% de los asistentes
consideran muy alto que en funcion de los objetivos planteados se cumplieron, mientras que

el 8% lo considera alto.

¢En funcion de los objetivos planteados expuestos en la
investigacion, considera usted que éstos se cumplieron?

m MUY ALTO

HALTO

= MEDIO
BAJO

B NULO

Figura 25. Tabulacion pregunta 9. ¢En funcién de los objetivos planteados expuestos en la investigacion,

considera usted que éstos se cumplieron? Fuente: Castro, J. 2019 (La Autora)
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7

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1 CONCLUSIONES

El uso del gen ITS en nuestra investigacion fue fundamental para la identificacion de
especies como cepas del hongo Metarhizium, debido a que este es el gen mas
utilizado en diversas investigaciones en hongos, puesto que posee gran viabilidad

para trabajar con genes del reino fungi.

De los 24 aislamientos se pudieron identificar 4 hongos de las siguientes cepas
Metarhizium ARSEF 549, Metarhizium BRIP 53293, Metarhizium BRIP 53284 y

Metarhizium anisopliae, lo que estas se encuentra facilmente en el suelo.

La Caracterizacion molecular nos permitio conocer la especie del hongo
Metarhizium, debido a que nos ayuda a saber el orden de las bases nitrogenadas

(Adenina, Guanina, Citosina y Timina).

La utilizacion de controladores bioldgicos como en este caso el hongo Metarhizium,
hace que el grado de contaminacion de los productos sea menor al grado, al del
manejo producto quimicos como plaguicidas, fungicidas los mismo que tienen un

alto grado de toxicidad para el medio ambiente y el ser humano.

La socializacion realizada en la PUCE-SI en el laboratorio de Biotecnologia fue un

éxito ya que hubo participacion por parte de los presentes.
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7.2 RECOMENDACIONES

El uso de marcadores moleculares en futuras investigaciones es de vital importancia
debido a que se puede conocer a ciencia cierta los organismos tratados, sean estos

patdgenos u hospederos.

Se recomienda realizar futuras investigaciones utilizando las cepas Metarhizium
ansiospilae, Metarhizium ARSEF 549 y Metarhizium BRIP 53293, puesto que
estas cepas son faciles de encontrar en el suelo y por su uso como controladores

bioldgicos en artropodos.

Incentivar a los estudiantes a realizar investigaciones utilizando organismos
entomopatogenos, a fin de ser usados como controladores biol6gicos, siendo
organismos que se desarrollan de manera natural en el ambiente y se pueden

reproducir a nivel de laboratorio.
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9 ANEXOS
Anexo 1. Equipos de Laboratorio.

Figura 26 Microcentrifuga.

Fuente:Castro, J. 2019 (La autora).

Figura 27 Vortex.

Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

Figura 28. Incubador.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

50



Figura 29. Balanza analitica.
Fuente Castro, J. 2019 (La autora).

Figura 30. Termociclador.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

Figura 31. Camara de electroforesis.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).
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Figura 32. Elaborador de gel.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

Figura 33. Germinadora.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

Figura 34. Camara de flujo laminar.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).
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Anexo 2. Reactivos

Figura 35. Reactivos para la preparacion gel
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

Figura 36. Green Master Mix.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

Figura 37. Reactivos Medio Especifico.
Fuente. Castro, J 2019 (La autora).
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Anexo 3. Siembra de cajas Petri.

Figura 38. Colocacién de agua destilada en frasco boeco.

Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

Figura 39. Pesaje de muestra.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

Figura 40. Muestra de tierra
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).
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Figura 41 Pesaje de reactivos.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

Figura 42 Tubos de ensayo con agua destilada.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).
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Figura 43 Tubos de ensayo con la muestra de tierra
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

Figura 44. Dispensando el medio en cajas Petri.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

Figura 45. Siembra en cajas Petri.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).
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Anexo 4. Metarhizium.

Figura 46. Hongo Metarhizium.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

Anexo 5. Extraccion de ADN.

Figura 47. Obtencién del pellet.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).
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Figura 48. Digestion Buffer.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

Figura 49 Incubadora a 55°C.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

R

Figura 50. Agitacion en el vortex.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).
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Figura 51. Muestra en el Termociclador.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

Figura 52. ADN.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

Anexo 6. Electroforesis.

Figura 53. Preparacion gel.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).
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Figura 54. Elaboracién gel.
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

Figura 55. Presencia de ADN
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).

Anexo 7. Invitacion Socializacion.
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UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR SEDE IBARRA

ESCUELA DE CIENCIAS AGRICOLAS Y AMBIENTALES

Le extienden la mds cordial Invitacion a la socidlizacién del trabajo de investigacion:
“Caracterizacién molecular del hongo Metarhizium spp”
cuyo autor es la sefiorita JOHANA ALEXANDRA CASTRO ARMAS, de la carrera de AGROPECUARIA
Fecha: 31 de Octubre del 2018
Lugar: Laboratorio de Biotecnologia PUCE-S|

Hora: 0%: 00 am

Figura 56. Invitacion.
Fuente:Castro, J. 2019 (La autora)..

Anexo 8. Socializacion.

Figura 57. Encuesta..
Fuente: Castro, J. 2019 (La autora).
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Figura 58. Lista participantes.
Fuente:Castro, J. 2019 (La autora).

Pontificis Universidad Catélica del
Ecuador
Sede Iharra
la do Clencias Agricolas y Ambientales

@

Figura 59. Socializacion.

Fuente:Castro, J. 2019 (La autora).
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