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Resumen 

Los hongos filamentosos desempeñan un papel esencial en el funcionamiento de los 

ecosistemas del planeta, de los que se desataca su rol como patógenos, descomponedores o 

mutualistas. Sin embargo, el equilibrio ecológico se ha visto afectado por actividades como el 

monocultivo, compactación de suelos y uso extendido de fertilizantes químicos. En el presente 

estudio se desarrolló la caracterización morfológica e identificación molecular de hongos 

filamentosos presentes en el suelo del sector de avicultura de la Hacienda “El Prado” IASA – I. 

El aislamiento de las cepas se realizó mediante la captura con trampas microbianas con arroz 

como sustrato. Se purificaron las cepas empleando medio de cultivo PDA y se identificaron 

mediante claves taxonómicas de acuerdo con sus estructuras microscópicas. La identificación 

molecular empleó extracción convencional de ADN genómico con CTAB, amplificación de la 

región ITS por PCR convencional y secuenciación Sanger. Se obtuvieron 51 aislamientos puros 

agrupados en 24 morfoespecies, de las cuales 20 se identificó a nivel de especie y 4 a nivel de 

género, distribuidos en 9 géneros y 7 órdenes. Los géneros con más especies identificadas 

fueron Fusarium, Mucor y Trichoderma. La evaluación de la biodiversidad del suelo mostró que 

el sector de avicultura presenta una alta biodiversidad (Dmg= 5.85, H’ = 3.03), y homogeneidad 

de abundancia entre especies de hongos filamentosos (D = 0.055, D’ = 0.945 y J’ = 0.954). El 

estimador no paramétrico de riqueza Chao 1 (29 especies) y la proporción de singletons y 

doubletons (70.8%), indican que la técnica de recolección tiene limitaciones para la captura de 

especies poco frecuentes. Se estableció el cepario morfo-molecular a partir de aislados 

crioconservados discos de agar colonizados con solución protectante de glicerol (10%) y 

peptona (0.1%). Se clasificaron los aislamientos puros en antagonistas (41.18%), fitopatógenos 

(35.29%), patógenos oportunistas de animales (3.92%) y saprófitos (19.61%).   

 

Palabras clave: Hongos filamentosos, identificación molecular, criopreservación, 

espaciador transcrito interno. 
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Abstract 

Filamentous fungi play an essential role in the functioning of the planet's ecosystems, 

particularly their role as pathogens, decomposers or mutualists. However, the ecological 

balance has been affected by activities such as monoculture, soil compaction and the 

widespread use of chemical fertilizers. In this study, we carried out morphological 

characterization and molecular identification of filamentous fungi present in the soil of the 

poultry sector of the Hacienda "El Prado" IASA - I. The isolation of the strains was done by 

capturing microorganisms with microbial traps with semi-cooked rice as a substrate. The strains 

were purified using PDA culture medium and identified by taxonomic keys according to their 

microscopic structures. Molecular identification employed conventional genomic DNA extraction 

with CTAB, amplification of the ITS region by conventional PCR and Sanger sequencing. We 

obtained 51 pure isolates grouped into 24 morphospecies, of which 20 were identified to 

species level and 4 to genus level, distributed in 9 genera and 7 orders. The genera with the 

most species identified were Fusarium, Mucor and Trichoderma. The evaluation of soil 

biodiversity showed that the poultry sector presents high biodiversity (Dmg = 5.85, H' = 3.03), and 

homogeneity of abundance among species of filamentous fungi (D = 0.055, D' = 0.945 and J' = 

0.954). The non-parametric Chao 1 richness estimator (29 species) and the proportion of 

singletons and doubletons (70.8%) indicate that the collection technique has limitations for the 

capture of rare species. The morpho-molecular strain was established from isolates 

cryopreserved on agar discs colonized with protective solution of glycerol (10%) and peptone 

(0.1%). Pure isolates were classified into antagonists (41.18%), phytopathogens (35.29%), 

opportunistic animal pathogens (3.92%) and saprophytes (19.61%). 

 

Key words: Filamentous fungi, molecular identification, cryopreservation, internal 

transcribed spacer. 
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Capítulo I 

Antecedentes 

El uso de hongos en Ecuador se remonta al conocimiento ancestral de los pueblos y 

nacionalidades indígenas nativos incidiendo activamente en su salud, dieta, visión del mundo y 

su relación con la naturaleza (González-Rivadeneira et al., 2018; Zent & Zent, 2012). En el siglo 

XX, se inició el estudio de hongos microscópicos en el país con la contribución de Hans Sydow 

(1939), cuyas muestras se describieron como especies nuevas entre ascomicetos y hongos 

imperfectos. Más adelante, Harry Evans en 1973 realizó colecciones de hongos fitopatógenos y 

entomopatógenos, a partir de muestras de la región amazónica y las islas Galápagos (Læssøe 

& Petersen, 2011).  Ya en la última década, en el contexto nacional, el estudio de la 

biodiversidad de hongos filamentosos del suelo se ha acelerado, considerando diferentes 

perspectivas y metodologías de muestreo, características macro y microscópicas; así como 

también, caracterización molecular con amplificación de regiones de ADN o metagenómica. El 

objetivo ha sido generar las bases para su aplicabilidad en diversas áreas, registrado la 

diversidad fúngica terrestre en las provincias de Guayas (Carreño Bulgarin & Quijije Franco, 

2021), Azuay (Ávila Minga & Quito Arias, 2019; Delgado et al., 2021; Ortiz Paucay, 2016), 

Chimborazo (Sandoval et al., 2020), Cañar (Valdez & Covarrubias, 2021), entre otras 

(Amancha, 2023; Medina et al., 2019; Vandegrift et al., 2023).  

En la literatura también se presentan trabajos de investigación enfocados a la diversidad 

de hongos rizosféricos de especies arbóreas (Chiriboga, 2023; Quinsasamín, 2019; Remache, 

2020), a cepas de especies entomopatógenas como Beauveria bassiana, Metarhizium 

anisopliae (García et al., 2011), Cordyceps spp. y Paecelomyces sp.(Ortiz Villacís, 2021) y a 

hongos fitopatógenos como Botrytis spp. (Soria Guerra, 2015; Tomalo Guanoluisa, 2015), 

Alternaria spp., Fusarium spp. (Avilés Guzmán & Granja Valle, 2014), Colletotrichum spp. 

(Jacome Garrido, 2023), entre otros ejemplos.  
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Justificación 

La biodiversidad de los hongos se ve afectada tanto por factores bióticos, donde incide 

la presencia del tipo de especies de cubierta vegetal y la interacción con otros microorganismos 

(Frąc et al., 2018); así como de factores abióticos, incluyendo la cantidad de materia orgánica 

soluble, pH, presencia de contaminantes, sales, la porosidad y densidad aparente (Doula & 

Sarris, 2016). Sin embargo, dicho equilibrio ecológico se ha visto comprometido por el uso 

inadecuado de suelo de las actividades antropogénicas como el monocultivo, compactación de 

suelos y uso ampliamente extendido de fertilizantes químicos, provocando que el suelo se 

degrade continuamente (Costa et al., 2012; Schneider et al., 2010). 

Actualmente, existe una brecha de conocimiento acerca de la biodiversidad de hongos 

filamentosos, prevalente en los sectores de la Hacienda “El Prado” – IASA I, puesto que se 

trata de un centro integral de formación superior agropecuario, donde se lleva a cabo 

actividades agrícolas para producción de campo, docencia e investigación (Barahona, 2013; 

Quito Betancourt, 2008). Es de fundamental importancia conocer la diversidad fúngica con el 

objetivo de reconocer los patógenos presentes, así como el potencial de la diversidad de los 

hongos nativos para su empleo en procesos de biorrecuperación, bioremediación y control 

biológico. 

El presente estudio pretende brindar información de la comunidad microbiológica de los 

hongos presentes en el sector de Avicultura de la Hacienda “El Prado”; además, guías de 

identificación morfológica y una línea base como punto de partida para la aplicación de estas 

especies nativas en proyectos posteriores. Esta propuesta pretende la biorrestauración del 

suelo y fomentar prácticas sustentables en las actividades agrícolas, incrementando al mismo 

tiempo su productividad (Magan et al., 2022). El uso de hongos para control de plagas y 

enfermedades requiere una mejor comprensión de la diversidad e interacción ecológica de 

comunidades fúngicas, de forma que sean aplicables con fines industriales, agrícolas, 

energéticos y de gestión ambiental (Singara Charya, 2015). Por ende, es fundamental partir de 
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datos de referencia de las cepas nativas del suelo en el país, bien caracterizados a nivel 

morfológico y molecular. 

La metodología trampas para la captura de hongos es aplicable en este contexto, 

puesto presenta resultados favorables para el estudio de la comunidad fúngica en el suelo y 

microorganismos eficientes (Enriquez Brito & Viera Briones, 2010; Escobar Pardo, 2014; Rueda 

Moreno & Caiza Sánchez, 2017). Además, se trata de un enfoque de bajo costo que puede ser 

replicado con facilidad para otros sectores (Cubillos et al., 2014). Por su parte, la 

caracterización morfológica de las cepas aisladas (Watanabe, 2010), en conjunto con las 

técnicas moleculares de secuenciación de la región ITS, representan herramientas confiables 

para la determinación de géneros y especie de los microrganismos (Schoch et al., 2012). Sin 

embargo, el estudio se limita a las especies cultivables que comprenden menos del 2% de 

microrganismos del suelo (A.Ali et al., 2018; Hofer, 2018; Wade, 2002), por lo cual se considera 

que sigue siendo una aproximación de la biodiversidad fúngica real del sector. 

Hipótesis 

H0: No existe diferencia significativa entre la riqueza de especies de hongos 

filamentosos observada y la riqueza esperada según el estimador no paramétrico Chao 1. 

Objetivos 

Objetivo General 

Caracterizar morfológica y molecularmente los hongos filamentosos asociados a los 

suelos del sector de Avicultura de la Hacienda “El Prado” - IASA I, para el establecimiento de 

una línea base con fines de biorrestauración. 

Objetivos Específicos 

• Identificar morfológica y molecularmente las especies de hongos filamentosos 

recolectados en los suelos del sector de Avicultura de la Hacienda “El Prado” - IASA I. 

• Evaluar la biodiversidad presente en el suelo en base a las especies registradas. 

• Establecer un cepario de microorganismos con potencial benéfico.  



18 
 

Capítulo II 

Revisión de Literatura 

Hacienda el Prado – IASA I 

La Hacienda el Prado se encuentra ubicada en el cantón Rumiñahui en provincia de 

Pichincha. Cuenta con una extensión de 554.66 hectáreas que corresponden a instalaciones 

académicas y productivas enfocadas al área agropecuaria (Barahona, 2013). Este territorio 

está ubicado a 2748 msnm , posee un clima húmedo temperado y corresponde a la zona de 

vida de bosque húmedo, piso altitudinal de bosque montano bajo, entre los pisos 

zoogeográficos temperado y alto-andino (Arce Carriel, 2009; Pachacama Méndez, 2010; Pozo 

Cueva, 2010). Presenta temperaturas entre 11° a 22°C, periodo precipitaciones de octubre a 

mayo, mostrando aumentos en los meses de marzo-abril y noviembre-diciembre, registrando 

precipitación de 1332,72 mm/año y humedad relativa de 73,5% (Instituto Nacional de 

Meteorología e Hidrología [INAMHI], 2017; Gobierno Autónomo Descentralizado Municipal de 

Rumiñahui, 2021). Los suelos presentan una textura franco-arcillosa a franca arcillo-limosa o 

arcillo-arenosa, pH ácido a ligeramente ácido, así como contenido materia orgánica y buen 

drenaje (Luna Ludeña, 2012).  

Generalidades de los hongos 

Los hongos representan uno de los grupos de organismos vivos más diversos en el 

planeta, estimaciones del número de especies con el uso enfoques filogenéticos y estadísticos 

sugieren que existen alrededor de 2.2 a 3.8 millones de especies de hongos (Hawksworth & 

Lücking, 2017), sin embargo, en la actualidad solo se han descrito cerca de 173 660 especies 

dentro de este reino (GBIF-Secretariat, 2023). Estos organismos eucariotas desempeñan un 

papel esencial en el funcionamiento de los ecosistemas. El nicho ecológico de estos 
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organismos comprende funciones como patógenos, descomponedores o mutualistas, lo que ha 

contribuido en la evolución, productividad y sostenibilidad de la vida en la tierra (Boddy, 2016). 

El reino Fungi representa una gran diversidad de organismos, sin embargo, de forma 

general se caracterizan por ser eucariotas quimioheterótrofos, con nutrición mediante 

absorción, reproducción sexual o asexual, aclorófilos y pared celular conformada 

mayoritariamente por quitina o celulosa (Webster & Weber, 2007).  

La reproducción se da a partir de esporas unicelulares o pluricelulares, móviles o 

inmóviles, asexuales o sexuales. En su mayoría estos organismos son descritos como 

filamentosos con crecimiento apical, de forma que acceden a fuentes de alimento mediante el 

desarrollo de estructuras vegetativas a manera de tubos ramificados denominados hifas, que 

colectivamente forman una red interconectada denominada micelio (Webster & Weber, 2007).  

No todas las especies de hongos desarrollan hifas, algunas crecen como células 

individuales como es el caso de quitridios unicelulares y levaduras, generalmente son comunes 

cuando no se requiere infiltración eficiente al sustrato (Speers & Forbes, 2015). En ocasiones 

los hongos presentan desarrollo dimórfico, alternando entre una forma micelial a una fase de 

levadura en respuesta a cambio en las condiciones ambientales (Singara Charya, 2015).  

Clasificación general 

La clasificación del reino Fungi se basa en 12 filos que abarcan 224 órdenes 

monofiléticos, que reflejan taxones estables con características identificables, cuya filogenia se 

puede representar por la presencia de grupos taxonómicos principales como se muestra en la 

figura 1 (Hibbett et al., 2007; Zhou & May, 2023). De forma general, se puede reconocer seis 

grupos principales, el primer grupo corresponde al subreino Dikarya, que en términos de 

diversidad abarca cerca del 97% de las especies descritas, se compone de Ascomycota, 

Basidiomycota y Entorhizomycota, que se caracterizan por reproducción sexual conocida, 
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células heterocarióticas y núcleos no fusionados que se dividen de forma conjugada (James et 

al., 2020).  

Figura 1 

Árbol filogenético del reino Fungi 

 
Nota. El árbol MycoCosm ilustra las relaciones entre los principales grupos de hongos. Tomado 

de MycoCosm, the JGI's Fungal Genome Portal for Comparative Genomic and Multiomics Data 

Analyses (pp. 271-291), por S. Ahrendt et al., 2023,  Methods Mol Biol.  

Los hongos con menor diversidad se clasifican en los grupos de Mucoromycota, 

Zoopagomycota, Blastocladiomycota, Chytridiomyceta y Opisthosporidios. Además, existen 

microorganismos filamentosos morfológicamente similares a los hongos correspondientes al filo 

Oomycota, sin embargo corresponde al reino Protista (McGowan & Fitzpatrick, 2020). Por su 

parte, los hongos sin una fase sexual registrada se denominan anamórficos o Deuteromicetos 

mitospóricos (Singara Charya, 2015; Watanabe, 2010), del cual alrededor del 90% de ellos 

tienen corresponden al filo Ascomycota (Volk, 2013) y en menor proporción al filo 

Basidiomycota (Sutton, 2014).  
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Por su parte, la clasificación funcional de hongos de acuerdo con su rol ecológico consta 

de controladores biológicos, reguladores de ecosistemas y organismos que actúan en la 

descomposición de la materia orgánica (Gardi & Jeffery, 2009). Los controladores biológicos 

producen enfermedades, plagas o incluso el crecimiento de otros seres vivos (Bagyaraj & 

Ashwin, 2017), a diferencia de los reguladores del ecosistema que son responsables de la 

conformación de la estructura del suelo y modificación del hábitat a través de mecanismos 

fisiológicos (Frąc et al., 2018). 

Hongos en los suelos 

Estos organismos eucariotas son de particular interés en el suelo por su capacidad de 

colonización a partir de sus esporas. La biodiversidad de hongos se concentra generalmente en 

las capas superficiales del suelo, debido a una disponibilidad de recursos y microclimas 

favorables para el desarrollo de estos microorganismos (Frąc et al., 2018). La variedad de 

especies de hongos incide al uso agrícola del suelo que habitan, de manera que afecta tanto a 

los ciclos y fijación de nutrientes, así como procesos como la fertilidad y productividad (Yang et 

al., 2022). Sin embargo, ciertas especies de hongos generan pérdidas significativas de cultivos 

debido a enfermedades fúngicas o deterioro de alimentos, afectando al sector agrícola y a las 

economías locales (Amza, 2018; Tournas, 2005).  

Por otro lado, el potencial de la biodiversidad de los hongos filamentosos es relevante al 

tener potencial de acelerar procesos de descomposición de materia orgánica, degradación de 

contaminantes (Magnoli et al., 2023), control biológico, solubilización de minerales y regulación 

de la salinidad del suelo, de forma que colectivamente se equilibre la microbiota del suelo 

logrando obtener mejores características para el aprovechamiento agrícola aumentando el 

rendimiento y la calidad de los cultivos (Díaz-Urbano et al., 2023; Singara Charya, 2015). La 

diversidad fúngica de los suelos en este contexto no es importante solo por su riqueza, sino 
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además por una mayor producción de biomasa a comparación de las bacterias presentes en el 

mismo (Pacasa-Quisbert et al., 2017).  

La calidad del suelo puede ser definida como el potencial de mantener productividad 

animal y vegetal, al igual que mejorar o mantener la calidad de agua y aire. Dicha calidad está 

condicionada por procesos microbiológicos y su diversidad, de manera que la estructura de la 

microbiota del suelo sirve como indicador sensible de procesos de degradación de suelo 

(Pedraza et al., 2010).  

Aislamiento de hongos filamentosos 

La captura de microorganismos filamentosos del suelo puede realizarse ya sea por 

diluciones seriadas o trampa microbiana. El método por dilución se realiza suspendiendo una 

pequeña muestra representativa de suelo en agua destilada estéril para realizar diluciones en 

serie (10-1 a 10-5), para finalmente colocar 1 mL de cada dilución en agar papa dextrosa (PDA) 

con estreptomicina al 1% (Alsohaili & Bani-Hasan, 2018). Por otro lado, la técnica de trampas 

extractoras de microorganismos consisten en emplear recipientes con sustrato basado en 

cereal o leguminosas, comúnmente empleado arroz semicocido y previamente esterilizado, 

como fuente de carbohidratos donde los hongos son capturados (Escobar Pardo, 2014; Yánez 

Yánez, 2014). Las trampas se ubican a 20 cm de profundidad de la superficie que muestre 

cobertura vegetal sana, de manera que se coloca hojarasca y se establece un tiempo de dos 

semanas para la colonización de los microorganismos y crecimiento de micelio, mostrando 

eficiencia para aislamiento de microorganismos eficientes (Cubillos et al., 2014; Vega Acosta, 

2016). A continuación, se examina el crecimiento basándonos en color, forma y estructura 

morfológica, para colocar una muestra de micelio representativo en medio PDA (Escobar 

Pardo, 2014). 

Los medios de cultivo nutritivos como PDA y extracto de malta favorecen el crecimiento 

de gran diversidad de hongos, a su vez el tiempo de incubación sugerido es de una semana de 
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oscuridad a 28°C (Alsohaili & Bani-Hasan, 2018) y la inducción de esporulación con la 

exposición a luz indirecta (Nevalainen et al., 2014). 

Extracción de ADN de hongos 

El empleo de ADN para procesos de PCR requiere cantidad y calidad del material 

genético. En específicos la extracción de ADN en hongos se presenta dificultades para romper 

la pared celular rígida sin comprometer la integridad de las hebras de ADN, al igual que 

presenta abundancia polisacáridos y compuestos fenólicos inhibidores (Kumar & Mugunthan, 

2018). El protocolo de extracción consta de dos pasos principales que consisten en la ruptura 

de las paredes, para continuar con el aislamiento y purificación de ADN (Zhang et al., 2010). La 

lisis celular suele emplear métodos como homogenización con nitrógeno líquido, lisis 

enzimática o rotura mecánica con perlas de vidrio, seguido de un tratamiento químico con 

Tritón, Tween 80, CTAB o SDS (Bellemare et al., 2018). Por su parte, el proceso de  

purificación de ADN implica la eliminación de proteínas contaminantes con fenol o cloroformo, 

precipitación con alcohol y resuspensión en una solución tamponada (Serna-Domínguez et al., 

2018). El uso de kit comerciales se ha extendido ya que proporcionan un entorno libre de 

sustancias químicas nocivas, menor cantidad de tejido requerido, alta reproducibilidad y 

facilidad de manejo de múltiples muestras con menor mano de obra. Sin embargo, los altos 

costos frente a métodos convencionales y el bajo rendimiento limitan el uso (Kumar & 

Mugunthan, 2018). 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La técnica PCR se basa en ciclos de desnaturalización de las hebras de ADN, 

hibridación de cebadores oligonucleótidos y extensión de la polimerasa, con el objetivo de 

amplificar una secuencia especifica (Ma & Michailides, 2007). Los cebadores únicos para 

secuencias diana deben cumplir ciertos criterios tales como la longitud en pb, porcentaje de 
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guanina-citocina, temperatura de hibridación y fusión, estabilidad del extremo 5’, especificad del 

extremo 3’ (Bustin et al., 2020). Los marcadores moleculares apoyados en PCR han permitido 

su aplicación en el análisis de la diversidad genética, filogenética molecular, gestión de bancos 

de genes y diagnóstico de especies (Pokharel et al., 2023). Para obtener mejores resultados en 

cuanto a bandas de amplificación y productos de PCR, es necesario optimizar las condiciones 

de temperatura de annealing, duración y número de ciclos, para la amplificación eficiente del 

fragmento de ADN (Siddique et al., 2022). 

Secuenciación Sanger 

La técnica de secuenciación Sanger o terminación de cadena, emplea trifosfatos de 

didesoxi ribonucleótidos radiomarcados que carecen del grupo hidroxilo 3’ como sustrato, los 

cuales impiden la formación de un nuevo enlace fosfodiéster, de esta forma, se logra detener la 

actividad de la polimerasa al momento de la hibridación de un didesoxi nucleótido con la 

plantilla de ADN (Valencia et al., 2013). En principio se empleaba un gel de poliacrilamida en 4 

carriles paralelos para identificar fragmentos con diferente longitud. Más adelante, se realizó 

modificaciones como la inclusión de tintes fluorescentes para cada didesoxi nucleótido para 

aumentar la precisión y eficiencia del proceso, culminando en el desarrollo del secuenciador 

capilar y con ello automatización de la secuenciación (Verma et al., 2017). 

Identificación de hongos filamentosos 

La identificación de acuerdo con caracteres morfológicos dentro de este reino se basa 

principalmente en las similitudes en las estructuras reproductivas (Singara Charya, 2015). A 

partir estas características fenotípicas se ha construido la base de la taxonomía del reino. La 

determinación del género y en ocasiones de especie, es posible con el uso adecuado de claves 

taxonómicas presentes en la literatura (Watanabe, 2010), que consideran características del 

fenotipo microscópico incluyendo la forma de esporas, hifas, ramificaciones y disposición de las 
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estructuras, de manera sistemática para reducir en cada paso campo de búsqueda de las 

especies candidatas  (Montoya-Castrillón et al., 2021). Sin embargo, la morfología y caracteres 

fenotípicos resultan inestables, proporcionando información limitada (Zhang et al., 2017). Por 

ende, la clasificación de los hongos ha considerado métodos fisiológicos, bioquímicos (Guarro 

et al., 1999) y moleculares ya sea basado en pocos genes (Schoch et al., 2009) o análisis 

filogenético (Spatafora et al., 2016). Por consiguiente, es un campo de constante desarrollo con 

el descubrimiento de nuevas especies y ajustes de las ramas del árbol filogenético (Arenas 

Guzmán, 2014).  

Identificación molecular basada en amplificación de ADN. En el contexto de 

herramientas de biología molecular, el locus ampliamente usado para estudios de relaciones 

filogenéticas en hongos ha sido los genes del ADN ribosómico (ADNr) y en particular, la región 

no codificante del espaciador transcrito interno (ITS), debido a su alta tasa de discriminación de 

especies y géneros, considerándose de esta manera como un código de barras universal, 

rápido y preciso de identificación a partir de ADN fúngico (Schoch et al., 2012). 

En eucariotas existen dos regiones ITS, ITS1 (~180 pb) se encuentra entre los genes 

ARNr 18S y 5.8S, mientras ITS2 (~170 pb) se ubica entre los genes ARNr 5.8S y 28S (Figura 

2), ambas regiones son altamente variables (Nilsson et al., 2010; Sharma et al., 2023). Se cree 

que la región ITS está implicada en la transcripción de genes ribosomales aguas arriba e 

influye en la biogénesis ribosómica, sin embargo, se desconocen detalles de su función 

biológica exacta (Zhang et al., 2021).  
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Figura 2 

Descripción esquemática de la región ITS de hongos 

 

Nota. El gen 5.8S, muy conservado, se encuentra entre los espaciadores ITS1 e ITS2. Tomado 

de An open-source chimera checker for the fungal ITS region, por R. Nilsson et al., 2010, 

Molecular ecology resources. 

El proceso de identificación continúa con la elección de cebadores adecuados para la 

amplificación de la región mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Schoch et al., 

2012), más adelante se realiza la secuenciación del fragmento, cuya secuencia resultante se 

procesa mediante software bioinformático para la identificación de especies en función de 

bases de datos biológicas (Sharma et al., 2023). 

Métodos de conservación de hongos filamentosos 

La preservación tiene como fin evitar en lo posible el deterioro, la pérdida de viabilidad, 

manteniendo al mismo tiempo las características genéticas hasta el punto de volver a 

multiplicar la cepa conservada. Este objetivo se logra con la disminución de la actividad 

metabólica microbiana (Rohadi et al., 2020). De esta manera se pueden emplear diferentes 

técnicas que se seleccionaran en base a las necesidades de conservación y especie empleada 

(Nakasone et al., 2004). En el caso de almacenamiento a corto plazo, el subcultivo periódico a 

medios frescos manteniendo el hongo un crecimiento constante en temperaturas entre 5 a 20 

°C. Entre las técnicas de bajo costo de almacenamiento encontramos el aceite mineral, 

parafina líquida, tierra estéril, agua esterilizada, perlas de porcelana, etc (Al-Bedak et al., 2019). 

El secado por su parte, es una técnica útil para conservación de esporas u otras estructuras 
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que entren en periodo de latencia, utilizando como sustrato gel de sílice, perlas de vidrio y 

tierra, permitiendo conservar hongos viables hasta por 11 años (Moore & Millar, 2020). 

Además, existen métodos basados en metabolismos inactivos como la criopreservación 

y liofilización, manteniendo cepas viables por periodos largos siempre y cuando se mantengan 

las condiciones de temperatura, puesto que el metabolismo activo normal del hongo genera 

metabolitos que llegan a ser tóxicas para las células, aumentando así la mortalidad (Rohadi et 

al., 2020). La liofilización resulta útil en cultivos que presentan mitosporas, cuyo su 

procedimiento consta de congelación y secado al vació por debajo de los -135°C. La 

criopreservación por su parte se fundamente en el uso de compuestos denominados 

crioprotectores que protegen a las células frente al daño por la congelación causado por la 

formación de cristales de hielo (Singh & Baghela, 2017). Los agentes crioprotectores pueden 

tener acción de forma intracelular o extracelular, manteniendo en ambos casos la resistencia de 

la membrana plasmática. La concentración de los crioprotectores más usados se constituyen 

de 10% en volumen de glicerol, 5% de DMSO y de 15 a 20% de sacarosa (Sankha, 2018). En 

el caso de hongos filamentosos se recomienda utilizar discos de agar en viales estériles para 

conservación con solución de 10% glicerol y 0,1 % peptona, dejando en refrigeración por 20 

minutos y almacenamiento posterior a -80°C, logrando viabilidad de microorganismos hasta 20 

años (Rugeles Barandica et al., 2021). 

Índices de abundancia y diversidad biológica 

La diversidad biológica representa la heterogeneidad diferentes organismos vivos que 

ocupan y se interrelacionan en un ecosistema, considerando variedad de especies y diversidad 

genética presente (Andermann et al., 2022). La biodiversidad fúngica del suelo puede 

evaluarse considerando su composición, y estructura de la comunidad incluyendo tanto riqueza 

y abundancia.  
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Abundancia. Indica el número de individuos de cada especie o grupo taxonómico 

presente en un área geográfica determinada (Feranchuk et al., 2018). 

Riqueza o diversidad de especies (s). Corresponde al número de especies que se 

encuentran en una región determinada o unidad muestreada, sin tomar en cuenta la 

abundancia o uniformidad (Costa et al., 2012; Valle et al., 2019).  

Índice de diversidad específica de Margalef (Dmg). Se refiere a una medida empleada 

en ecología para estimar la diversidad de una comunidad en base a la distribución de 

organismos de diferentes especies en función al número de individuos de la muestra y se 

expresa como, 𝐷𝑚𝑔 =
(𝑠−1)

ln(𝑁)
, donde, N es el número total de individuos muestreados. 

Generalmente se considera valores mayores a 5 como una región de alta biodiversidad  

(Valdez et al., 2018). 

Abundancia relativa (pi). Determina la proporción de una especie o grupo taxonómico 

respecto a toda la diversidad de especies presentes en el mismo espacio, expresándose como 

𝑝𝑖 =
𝑛𝑖

𝑁
, donde, 𝑛𝑖 representa el número de individuos de dicha especie o grupo taxonómico 

(Pla, 2006). 

Índice de Shannon-Wiener (H’). Se define como estimación de la biodiversidad 

específica (H’), cuya formula se muestra cómo, 𝐻′ = − ∑ 𝑝𝑖 ∙ ln(𝑝𝑖)𝑠
𝑖=1 , reflejando la 

heterogeneidad de una comunidad, es decir, si existe la presencia de especies o grupos 

taxonómicos dominantes con mayor número de individuos (biodiversidad baja H’<1) o si por el 

contrario el número de individuos no emparentados se presentan de forma uniforme 

(biodiversidad alta H’>2) (Costa et al., 2012; Pla, 2006; Xu et al., 2021). 

Índice de dominancia de Simpson (D). Cuantifica la biodiversidad representando la 

probabilidad que, al escoger dos especies seleccionadas al azar, pertenezcan a la misma 

especie, por lo que valores cercanos a cero representan mayor biodiversidad (Valdez et al., 
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2018). De igual manera, se define el índice de diversidad de Simpson (D’), como la probabilidad 

de al escoger dos especies seleccionadas al azar, estas pertenezcan a especies diferentes. 

𝐷 = ∑ 𝑝𝑖
2

𝑠

𝑖=1

 

𝐷′ = 1 − ∑ 𝑝𝑖
2

𝑠

𝑖=1

 

Índice de equidad de Pielou (J’). Este parámetro mide la proporción de la diversidad 

observada o real con respecto a la diversidad máxima esperada. Se presenta con la expresión 

𝐽′ = 𝐻′/ ln(𝑆), por lo que emplea el índice de Shannon para su determinación. Los valores 

resultantes se encuentran en el rango de 0 a 1, donde 1 representa que las especies son igual 

de abundantes y 0 señala ausencia total de uniformidad (Valdez et al., 2018).  

Estimador no paramétrico de riqueza de Chao 

Con el fin de determinar el número esperado de especies a partir de una muestra 

heterogénea Anne Chao (1984), desarrollo dos estimadores que consideran los datos sin un 

tipo distribución específica, ni una serie de supuestos que se ajusten al modelo, basado en 

abundancias (Chao 1) y en base a incidencia (Chao 2) (Chiu et al., 2014). Al tratarse el 

presente estudio de un único sector de muestreo como el sector de avicultura, se considera el 

estimador Chao 1 para determinar el número esperado de especies de hongos filamentosos. 

Chao 1. El estimador Chao 1 considera que existen especies que solo están 

representadas pocas veces en la muestra, ya sea por un individuo (singletons) o solo dos 

individuos (doubletons), representándose con la fórmula, 𝑆𝐶ℎ𝑎𝑜1 = 𝑆𝑜𝑏𝑠 +
𝐹2

2∙𝐺
, donde SChao1 

representa el número de especies esperadas, Sobs es el número de especies observado en la 

muestra, F el número de singletons y G es número de doubletons (Kim et al., 2017). En el caso 
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de que el número de individuos muestreados sea pequeño se utiliza la expresión: 𝑆𝐶ℎ𝑎𝑜1 =

𝑆𝑜𝑏𝑠 +
𝐹2

2∙𝐺
∙

𝑁−1

𝑁
 (Espinoza, 2003).  

Análisis filogenético y métodos inferencia filogenética 

La clasificación filogenética permite evaluar la relación genética entre especies, con el 

objetivo de reconstruir y monitorear los parentescos naturales en los procesos evolutivos (Kapli 

et al., 2020). Bajo este contexto se han desarrollado varios métodos de inferencia filogenética 

que se clasifican en aquellos basados en la distancia genética y los caracteres. Los métodos de 

distancia como el algoritmo de Neighbour Joining, se fundamentan en el cálculo de la distancia 

genética entre cada par de especies con sus secuencias alineadas para crear una matriz que 

será usada de forma iterativa para construir un árbol (Saitou & Nei, 1987). Sin embargo, los 

métodos de distancia no son recomendables para especies lejanamente relacionadas debido a 

la dificultad de la estimación a mayores escalas (Kapli et al., 2020; Zhang & Sun, 2008).  

Por su parte, los métodos basados en caracteres incluyen máximo parsimonia, máxima 

verosimilitud e inferencia bayesiana. El método de máxima parsimonia calcula el número 

mínimo de cambios de bases nitrogenadas que se requieren para explicar los datos a partir de 

la topología de los árboles posibles, seleccionando el árbol consenso aquel que presente el 

menor número de cambios (Hartigan, 1973).  Sin embargo, implica suposiciones poco realistas 

sobre el proceso evolutivo por lo que conduce a errores sistemáticos (Felsenstein, 1983). Para 

el método de máxima verosimilitud, se realiza iteraciones de topología del árbol, de manera que 

para cada una de ellas se optimizan los parámetros de sustitución considerando la evolución de 

las secuencias, lo que finalmente conduce a una topología con mayor probabilidad (Kozlov et 

al., 2019; Trifinopoulos et al., 2016). El método bayesiano se diferencia del enfoque de máxima 

verosimilitud, en que implica distribuciones estadísticas para evaluar las incertidumbres de los 

parámetros (Kapli et al., 2020).  
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Capítulo III 

Materiales y Métodos 

Muestreo 

El presente estudio puede ser catalogado como de línea base, al evaluar el ecosistema 

y diversidad fúngica en un contexto global, identificando de esta manera características 

relevantes en su estructura ecológica (Ramírez González, 2005). Debido a las características 

del análisis de la biodiversidad de hongos filamentosos se ha empleado un tipo de muestreo 

aleatorio simple (Albert et al., 2010), lo que a su vez permite el establecimiento de 

homogeneidad dentro del estudio.  

Tamaño de muestra y ubicación geográfica del área de estudio. El área total para el 

análisis fue de 84 760 m2 perteneciente al sector de avicultura ubicado en la longitud 78º24’44’’ 

W, latitud: 0º23’20’’ S, altitud 2748 msnm. El área fue dividida en 100 subparcelas con el uso 

del plugin Polygon Divider del software QGIS (Graser et al., 2017), de las cuales 50 fueron 

seleccionadas de forma aleatoria como se muestra en la figura 3, con el fin de obtener una 

muestra representativa para la caracterización de la biodiversidad en el lugar de estudio.    

Preparación e instalación de trampas microbianas. Las trampas para la captura de 

microorganismos se elaboraron a partir de bolsas de arroz semicocido que fueron esterilizadas 

en autoclave (TRIDENT) a 121°C, durante 15 minutos y 1 atm de presión. Posteriormente, se 

dispensó 50 g arroz en vasos plásticos de 200 mL que fueron cubiertos con dos capas de tela 

nylon asegurado con ligas plásticas. 

A continuación, se transportaron las trampas en cada una de las subparcelas, 

procurando que se cuente con cobertura vegetal saludable y no exista exceso de humedad. La 

instalación de las trampas se dispuso boca abajo a una profundidad de 20 cm de la superficie, 

se añadió una bolsa plástica entre la trampa y la superficie, para finalmente cubrir con hojas 

secas. Se registró la ubicación exacta de cada trampa con el uso de Google Earth (Yu & Gong, 
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2012) y se colocó una bandera para facilitar el proceso de recolección. Se estableció un tiempo 

de incubación de 15 días de las trampas para la captura de hongos filamentosos. Después de 

dos semanas se recolectó las trampas, que presentaron crecimiento microbiano, descartando 

aquellos ejemplares que presentaban contaminación con insectos, larvas y descomposición. 

Las trampas se almacenaron en un lugar fresco y protegido de la luz. 

Figura 3  

Esquema de vista satelital ubicación geográfica del sector de avicultura de la Hacienda el 

Prado - IASA I divido en subparcelas 

 

Nota. Se encuentran representadas de blanco a las subparcelas muestreadas y en amarillo los 

marcadores con la ubicación exacta de las trampas microbianas. Esquema elaborado en 

Google Earth Pro (Britt et al., 2019). 
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Práctica experimental 

Todas los protocolos, análisis y métodos experimentales relacionados a microbiología 

para el aislamiento y purificación de cepas de hongos filamentosos, microscopía para 

caracterización morfológica y técnicas de biología molecular tanto extracción de ADN como 

para amplificación por PCR de la región ITS, se realizaron en el Laboratorio de 

Agrobiotecnología de la Hacienda “El Prado” – IASA I de la Universidad de las Fuerzas 

Armadas “ESPE”. 

Preparación de medios de cultivo 

Medio PDA. La preparación de medio de cultivo PDA (BD DifcoTM) se realizó en base a 

las indicaciones del fabricante (39 g de medio por cada litro de agua destilada) en función del 

número de cajas Petri requeridas. El volumen de agua destilada utilizado se trasvasa a frascos 

de tapa rosca (BOECO) y se diluye el medio de cultivo por calentamiento en horno microondas, 

para finalmente esterilizar el medio de cultivo en autoclave. 

Una vez que el medio alcance 50°C colocar en cámara de flujo laminar (ESCO) se 

incluye 1 mL antibiótico (penicilina-estreptomicina 1 mg/mL o tetraciclina clorhidrato 1 mg/mL) 

por cada 100 mL de medio de cultivo. Inmediatamente después, se dispensó 25 mL de medio 

de cultivo en cajas Petri estériles. 

Medio líquido. El medio de cultivo líquido para este caso se utilizó 5 g de peptona y 20 

g de dextrosa por cada litro de agua destilada, de acuerdo con el volumen requerido. A 

continuación, se dispensó 10 mL de medio en tubos de ensayo y se esterilizó en autoclave. 

Posteriormente se almacenaron los tubos de ensayo con medio líquido en refrigeración a 4°C.  

Aislamiento de hongos filamentosos 

A partir de la evaluación del crecimiento en las trampas microbianas se seleccionaron 

de 5 a 6 granos de arroz con visibles diferencias en el desarrollo de los hongos en base al color 
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y apariencia que se forma alrededor de los granos de arroz. En la selección de granos de arroz 

para el aislamiento, resultó en el registro en total 10 colores como se muestra en la tabla 1.  Se 

realizó la siembra con ayuda de pinzas estériles sobre el medio de cultivo PDA y se incubó a 

28°C en oscuridad durante 5 días.  

Tabla 1 

Guía de denominación de colores de crecimiento fúngico en los granos de arroz 

Color 
Número de 

identificación 

Café 0 

Rojo 1 

Morado  2 

Rosado 3 

Gris 4 

Blanco 5 

Verde 6 

Amarillo 7 

Negro 8 

Anaranjado 9 

 

Purificación y refrescamiento en medio de cultivo semisólido. Se realizó el 

aislamiento y purificación de los diferentes tipos de crecimiento registrado, para lo cual se cortó 

segmentos de micelio de 5 x 5 mm y se inoculó en medio de cultivo PDA fresco. Se 

descartaron los cultivos contaminados por crecimiento bacteriano y se realizó refrescamientos 

hasta obtener cultivos puros. La incubación se realizó 28°C durante 5 días y 2 días en luz para 

inducir la esporulación.    

Inoculación en medio de cultivo líquido. Para aquellos cultivos puros que no 

desarrollaron abundante micelio, se extrajo micelio con el asa de inoculación y se colocó en 

tubos de ensayo con 5 mL de medio líquido (0.5% peptona, 2% dextrosa, 10 µg/mL amoxicilina) 

con las mismas condiciones de incubación. 
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Caracterización macro y microscópica  

Al finalizar este periodo, se registró las características macroscópicas de crecimiento 

según Watanabe (2010) en el anverso para describir características relevantes como: a) el 

color de la superficie central, del medio y el contorno de la colonia, b) textura del micelio, c) 

apariencia de la colonia, d) altura del micelio, e) tipo de crecimiento en relación a la densidad 

de micelio visible y f) presencia de esporulación. Con respecto al reverso se consideran las 

características tanto color de la zona interior, media y borde de la colonia como coloración del 

pigmento exudado. 

Para las observaciones microscópicas de las cepas aisladas de hongos filamentosos se 

usó el procedimiento descrito por Rojas Triviño (2011), para lo cual se presionó suavemente la 

muestra procurando extraer micelio aéreo de la placa. A continuación, se ubica una gota de 

agua destilada y una gota de azul de metileno sobre el portaobjetos en la que se ubica la 

muestra, procurando evitar la formación de burbujas de aire, se observó y se registró tanto las 

características morfológicas del micelio como de estructuras reproductivas con el objetivo 40x. 

La identificación de los posibles géneros de hongos filamentosos se fundamentó en las 

características microscópicas, comparando las observaciones con las descripciones de las 

claves taxonómicas disponibles en la literatura (Barnett & Hunter, 1998; Watanabe, 2010). 

Tanto las observaciones morfológicas macroscópicas como microscópicas fueron registradas a 

manera de fichas de identificación con las características anteriormente mencionadas para 

cada caso. 

Extracción de ADN 

Para la extracción de ADN genómico se empleó el método propuesto por Flores (2021) 

modificado por Chiriboga (2023), basado en el protocolo que emplea en una serie de 

tratamientos con el detergente no iónico Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) descrito 

por Ausubel et al. (2003), pensado en principio para la extracción de ácidos nucleicos de 



36 
 

células vegetales. El protocolo utiliza el tensioactivo CTAB para lisar células y purificar el ADN, 

recuperando el material genético de la solución mediante precipitación con etanol. Este método 

implica poca manipulación y logra rendimientos altos por gramo de tejido fresco, aunque mayor 

presencia de contaminantes a comparación con otras alternativas, pero adecuado para 

aplicaciones en biología molecular (Watanabe et al., 2010). 

Para extracción se utilizó como material de punto de partida micelio ya sea proveniente 

de medio de cultivo líquido o semisólido PDA. En primer lugar, se extrajo cuidadosamente la 

muestra con un asa de punción o de inoculación en tubos Eppendorf estériles de 2 mL.  

A continuación, se añadió 500 µL de buffer de extracción (2% (w/v) CTAB, 100 mM 

Tris∙Cl, 20 mM EDTA, 1.4M NaCl, pH 8.0). La lisis celular del micelio se realizó con la inclusión 

de tres perlas de vidrio al tubo y maceración con pistilo estéril hasta que la muestra se haya 

triturado. A continuación, se añadió 2 µL de β-mercaptoetanol y se homogeneizó mediante 

vórtex por 1 minuto. Se incubó la muestra a 60°C durante 30 minutos en termobloque 

(LABNET) invirtiendo los tubos cada 10 minutos. 

 Posteriormente, se añadió 500 µL de cloroformo frío, se homogenizó por vórtex por 5 

segundos, se mantuvo los tubos a temperatura ambiente por 2 minutos y se centrifugó a 14700 

g por 8 minutos. Se obtuvo en este paso un sobrenadante que contiene ácidos nucleicos, por lo 

que se recupera cuidadosamente de la parte superior de la solución alrededor de 300 a 400 µL 

en un tubo de 1.5 mL, procurando no retirar las fases o sedimentos de la zona inferior, los 

cuales contienen residuos contaminantes. Se añadió etanol absoluto frío en igual proporción de 

volumen de sobrenadante, 150 µL de acetato de sodio 3 M y 300 µL de etanol al 70% frío para 

promover la precipitación de ADN, para lo cual se almacenaron las muestras a -20°C por toda 

la noche. 

Pasado este tiempo se centrifugó las muestras a 14 700 g por 17 minutos y se desechó 

cuidadosamente el sobrenadante. A continuación, se lavó tres veces con 200 µL de etanol al 

70%, centrifugando en el primer lavado por 1 minuto a 14700 g para precipitar el ADN y se 
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retiró todo el etanol posible del tubo. Se dejó secar 30 minutos las muestras con la ayuda del 

flujo de aire de cámara de flujo o hasta evidenciar que no existen residuos de etanol. El pellet 

resultante se hidrató con la adición de 70 µL de solución de hidróxido de sodio (NaOH) 8 mM 

en agua ultrapura. Por último, se añadió 1 µL de RNasa y se dejó incubar a 37°C por 30 

minutos antes de su almacenamiento a -20°C. 

Cuantificación y estimación de pureza de ADN por espectrofotometría 

En un tubo estéril de 0.2 mL se preparó una dilución 1:4 de ADN en agua ultrapura, más 

un tubo adicional con 80 mL de agua ultrapura. A continuación, se colocó la dilución en las 

celdas de muestras y el blanco, en el espectrofotómetro (THERMO ELECTRON) se mide las 

absorbancias de las longitudes de onda de 230, 260 y 280 nm. La estimación de la 

concentración de ADN se calculó usando la expresión [𝐴𝐷𝑁]
(

µ𝑔
𝑚𝐿⁄ )

=  𝐴260 ∙ 50 
µ𝑔

𝑚𝐿⁄ ∙ 𝐹𝐷𝐴𝐷𝑛, 

donde 𝐹𝐷𝐴𝐷𝑛 corresponde al factor de dilución empleado. De igual forma, se usa las 

absorbancias para obtener las relaciones de pureza 260/230 y 260/280. Los resultados de la 

relación de absorbancias 260/280 se clasificaron de acuerdo con los criterios de validez 

propuestos por el Banco Nacional de ADN Carlos III (2020), en cuatro categorías como pureza 

óptima [≥1.8;<2.1], pureza aceptable [≥1.6;<1.8], ADN contaminado con compuestos 

aromáticos [<1.6] y contaminación con ARN [≥2.1]. De igual forma, para la relación 230/260 se 

clasificó como de pureza óptima [≥2;<2.2], pureza aceptable [≥1.8;<2.0], ADN contaminado 

[≥1.5;<1.8] y altamente contaminado [<1.5] con sales e hidratos de carbono. 

Evaluación de integridad de ADN por electroforesis en agarosa 

La integridad del ADN genómico extraído se evaluó mediante electroforesis horizontal 

en gel de agarosa (Invitrogen) al 0.7 %, en 60 mL de dilución 1:10 de TBE 10X (0.89 M Tris, 

0.89 M ácido bórico, 0.05 M EDTA.Na2, pH 8.3 ±0.2.) y colorante de tinción de ácidos nucleicos 

(Diamond Nucleic Acid Dye) en dilución 1:15 000. Cada pocillo se cargó con 5 µL de ADN, 3 µL 
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de agua ultrapura y 2 µL de buffer de carga (Blue Juice). En la cámara de electroforesis se 

corrió el gel a 90 V por una hora y se observó en el transiluminador UV (ALPHA INNOTECH). 

Finalmente, se registró los resultados en cinco categorías como integridad alta, integridad 

adecuada, parcialmente degradado, totalmente degradado y sin la presencia de barrido o 

bandas, de acuerdo con los criterios de validez propuestos por el Banco Nacional de ADN 

Carlos III (2020). 

Amplificación de la región ITS por PCR convencional 

Para el proceso de amplificación por PCR de la región ITS de ADNr nuclear, se utilizó 

los primers ITS1 e ITS4 diseñados por White et al. (1990) y la tabla 2 describe sus secuencias. 

Tabla 2 

Primers para amplificación de regiones de ADNr fúngico 

Primer Secuencia Tm (°C) 

ITS1 
(forward) 

TCCGTAGGTGAACCTGCGG ~65 

ITS4 
(reverse) 

TCCTCCGCTTATTGATATGC ~58 

Nota. Los primers se presentan en dirección 5’-3’. Tomado de Amplification and Direct 

Sequencing of Fungal Ribosomal RNA Genes for Phylogenetics (p. 317), por T. White et al., 

1990, Academic Press. 

La master mix de la PCR se elaboró en base a la guía de usuario del fabricante del kit 

Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen), de acuerdo con la tabla 3 para un volumen de 

reacción de 25 µL. El mix de reacción se preparó desde el mayor a menor volumen para el 

número de muestras establecido, incluyendo un control negativo sin ADN y un control positivo. 

Se dispensó 24 µL del master mix en cada tubo de PCR, se colocó 1 µL de muestra y 1 µL de 

agua ultrapura en el control negativo. 
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Tabla 3 

Ajuste del master mix de reacción para un volumen final de 25 µL 

Componente 
Concentración 

inicial 

Concentración 

Final 

Volumen por 

reacción 1x (µL) 

Agua ultrapura – – 19.15 

Platinum II PCR Buffer  10x 1x 2.5 

dNTPs mix 10 mM 0.2 mM 0.5 

MgCl2 50 mM 1.5 mM 0.75 

Primer forward 10 µM 0.2 µM 0.5 

Primer reverse 10 µM 0.2 µM 0.5 

Platinum Taq DNA 

Polymerase 5 U/µL 1 U/µL 0.1 

Plantilla de ADN varia <500 ng/rxn 1 

 

El programa en termociclador (TECHNE) para las condiciones de amplificación se 

muestra en la tabla 4, de forma que se establecieron de acuerdo con las características del 

fragmento amplificado, los primers y la Taq polimerasa utilizada. 

Tabla 4 

Condiciones del programa de termociclador para amplificación de la región ITS por PCR 

Etapa 
Temperatura 

°C 
Tiempo 

Número de 

ciclos 

Desnaturalización inicial 94 3 min 1 

Desnaturalización  94 30 s 34 

Hibridación 55 30 s 34 

Extensión 72 1 min 34 

Extensión final 72 3 min 1 

Almacenamiento 4 - 
 

Tomado de Amplification and Direct Sequencing of Fungal Ribosomal RNA Genes for 

Phylogenetics (p. 317), por T. White et al., 1990, Academic Press. 

Evaluación de presencia y longitud de amplicones. El producto amplificado se 

sometió al proceso de electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2%, TBE y colorante de 
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tinción de ácidos nucleicos en dilución 1:15 000. Se cargó en el gel un volumen de 5 µL de los 

amplicones, junto a 2 µL de buffer de carga y 3 µL de agua ultrapura. Además, se utilizó 1.5 µL 

el marcador de peso molecular Tracklt™ 100 bp DNA Ladder (Invitrogen) con 1.5 µL de buffer 

de carga Tracklt™ Cyan/Orange Loading Buffer (Invitrogen) y 3 µL de agua ultrapura. El gel de 

agarosa se corrió en la cámara de electroforesis por una hora a 90 V. Finalmente, el gel se 

observó en el transiluminador UV y se registró los resultados. 

Secuenciación del fragmento amplificado 

Se utilizó 10 µL de producto amplificado por PCR junto a 5 µL de alícuota de los primers 

ITS1 e ITS4 (2 µM) que se envió al Laboratorio de Investigación de biología molecular de la 

Universidad de Las Américas (UDLA), donde se realizó purificación enzimática y secuenciación 

por la técnica Sanger de las dos hebras del fragmento de ADN. 

Análisis bioinformático 

Evaluación de calidad y eliminación de fragmentos. Las secuencias se procesaron 

usando el componente Prepag4 del software de código abierto de Staden Package (Bonfield et 

al., 1995), para la asignación de bases, evaluación de calidad y eliminación de extremos. En la 

interfaz se ajustó el recorte de secuencias a partir de valores de confianza para conservar las 

bases a las cuales se hayan presentado un índice de confianza mayor a 15. Así, se obtuvo 

secuencias consenso con el uso de Gap4 Shotgun Assembly generando archivos base para el 

ensamblaje.  

Ensamblaje y análisis de secuencias. Con el uso del programa Gap4 de Standen 

Package (Bonfield et al., 1995), se realizó el análisis del contig de forma que se detectaron 

inconsistencias en el ensamblaje, los cuales se ajustó en base a la información de los 

electroferogramas, para mantener en la secuencia consenso las bases consideradas como de 
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buena calidad, como se observa en la figura 4. Este proceso dio como resultado una secuencia 

consenso en formato FASTA. 

Figura 4 

Alineamiento de secuencia forward y reverse del fragmento de la región ITS y limpieza de 

extremos(Valdez et al., 2018) 

 
Nota. Las bases nitrogenadas que se asignan de forma errónea son eliminadas de la secuencia 

consenso en Gap4. 

Identificación de hongos en bases de datos. El conjunto de secuencias consenso 

fueron empleadas para realizar la búsqueda de coincidencias con la base de datos de 

GenBank (NCBI) mediante la herramienta BLASTn (Zhang et al., 2000), para identificación de 

las especies de hongos filamentosos a partir de accesiones con mayor porcentaje de identidad, 

tanto en la base de datos completa como en la base de datos de organismos tipo. 

Análisis de biodiversidad 

Puesto que la definición de individuo dentro de hongos filamentosos es un tema de 

debate dentro de la comunidad científica, se realizó una estimación aproximada de la 
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abundancia tomando como referencia cada unidad de aislamiento puro como individuo, esto de 

acuerdo con los supuestos de medición de biodiversidad establecidos por Magurran (2004), en 

donde se establece igualdad de todos los individuos y registro de abundancia se realizan 

empleando unidades apropiadas y comparables, de forma análoga a la metodología utilizada 

en ensayos anteriores (Kasi et al., 2021; Unterseher et al., 2008).  

Se clasificó las cepas aisladas y se registró el número de individuos a partir de la 

identificación de tipos de crecimiento en base a las características morfológicas del crecimiento 

en medio de cultivo PDA. A partir de esta información y la posterior identificación molecular, se 

determinó la riqueza (s), abundancia (N), abundancia por especie (ni), abundancia relativa (pi), 

índice de Margalef (Dmg), índice de Shannon-Wiener (H’), índice de dominancia de Simpson 

(D), índice de diversidad de Simpson (D’) e índice de equidad de Pielou (J’). La determinación 

de la riqueza esperada de especies de hongos filamentosos cultivables en el suelo del sector 

de Avicultura se realizó con el uso del estimador no paramétrico Chao1. 

Análisis filogenético 

Las secuencias consenso se analizaron y alinearon mediante la herramienta MUSCLE 

del software MEGA11 (Tamura et al., 2021).  A continuación, se elaboró en el programa un 

árbol filogenético usando el método de Máxima Verosimilitud y el modelo evolutivo de Tamura-

Nei para la determinación de la distancia genética. Se estableció el árbol consenso mediante la 

configuración de bootstrap con 500 réplicas y se eliminó aquellos agrupamientos de taxones 

presentes en menos del 40% de las iteraciones.  

Crioconservación  

Para el mantenimiento de los aislados obtenidos a largo plazo se realizó el proceso de 

crioconservación de acuerdo al protocolo propuesto por Rugeles Barandica et al. (2021). Para 

ello, se cortó segmentos circulares de 5 mm de diámetro en los medios de cultivo semisólido, 
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con el fin de desprender de tres a cinco discos cilíndricos para ubicarlos en viables previamente 

esterilizados. Se preparó 5 mL solución protectante por cada vial criogénico con peptona al 

0,1% y glicerol al 10% de acuerdo con el número de aislados seleccionado. A continuación, se 

refrigeró las muestras durante 20 minutos y finalmente se almacenaron en el ultracongelador 

(SANYO) a -80°C. 

Cepario 

Las cepas crioconservadas identificadas e inventariadas se almacenaron en las 

instalaciones del laboratorio de agrobiotecnología de la Hacienda “El Prado” – IASA I de la 

Universidad de las Fuerzas Armadas “ESPE”. Además, el registro de las cepas incluye la ficha 

respectiva de identificación morfológica y molecular, para su aplicación en estudios posteriores.   
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Capítulo IV 

Resultados 

Identificación morfológica y molecular de las cepas de hongos filamentosos 

recolectados en los suelos del sector de avicultura 

Aislamiento de hongos filamentosos. De las 50 trampas utilizadas se recuperaron 39, 

las 11 trampas faltantes fueron descartados por contaminación por gusanos (2), moscas (2), 

exceso de humedad (4) o porque la trampa no fue encontrada debido a factores 

medioambientales (3). En la tabla 5 se describe los 51 aislamientos de cepas de hongos 

filamentosos de acuerdo con su subparcela de origen.    

Tabla 5 

Descripción de aislamientos obtenidos en las subparcelas muestreadas 

ID 

subparcela 

Coordenadas de la 

subparcela 

N° hongos 

aislados 

Código asignado/ 

Observación 

1 0°22'39"S 78°25'01"W 0  

2 0°22'39"S 78°25'00"W  

Trampa 

contaminada con 

gusanos 

3 0°22'39"S 78°24'59"W 2 
P03-H1-C5 

P03-H2-C7 

4 0°22'40"S 78°24'58"W 3 

P04-H1-C2 

P04-H2-C6 

P04-H3-C6 

7 0°22'41"S 78°24'58"W 1 P07-H1-C6 

9 0°22'41"S 78°25'00"W 2 
P09-H1-C6 

P09-H2-C5 
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10 0°22'41"S 78°24'59"W 1 P10-H1-C8 

13 0°22'42"S 78°24'56"W 0  

15 0°22'41"S 78°24'54"W  

Trampa con exceso 

de humedad 

17 0°22'42"S 78°25'00"W 3 

P17-H1-C9 

P17-H2-C7 

P17-H3-C6 

20 0°22'42"S 78°24'57"W 0  

21 0°22'43"S 78°24'56"W 0  

22 0°22'42"S 78°24'55"W 1 P22-H1-C2 

24 0°22'43"S 78°24'53"W  

Trampa con exceso 

de humedad 

25 0°22'44"S 78°24'52"W  

Trampa con exceso 

de humedad 

26 0°22'43"S 78°25'00"W 0  

27 0°22'43"S 78°24'59"W 2 
P27-H1-C5 

P27-H2-C5 

32 0°22'44"S 78°24'54"W  

Trampa 

contaminada con 

moscas 

33 0°22'44"S 78°24'53"W 1 P33-H1-C5 

38 0°22'44"S 78°24'55"W  

Trampa no 

encontrada 

39 0°22'45"S 78°24'55"W 2 
P39-H1-C5 

P39-H2-C7 
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40 0°22'45"S 78°24'54"W 3 

P40-H1-C3 

P40-H2-C3 

P40-H3-C2 

42 0°22'45"S 78°24'52"W 0  

44 0°22'45"S 78°25'00"W  

Trampa 

contaminada con 

gusanos 

47 0°22'45"S 78°24'57"W 1 P47-H1-C6 

48 0°22'45"S 78°24'56"W  

Trampa 

contaminada con 

moscas 

51 0°22'46"S 78°24'53"W 3 

P51-H1-C4 

P51-H2-C6 

P51-H3-C3 

53 0°22'46"S 78°25'01"W 1 P53-H1-C5 

58 0°22'46"S 78°24'57"W 2 
P58-H1-C5 

P58-H2-C2 

60 0°22'47"S 78°24'55"W 2 
P60-H1-C2 

P60-H2-C7 

62 0°22'47"S 78°24'53"W 2 

P62-H1-C2 

P62-H2-C6 

P62-H3-C4 

63 0°22'47"S 78°25'02"W 0  

66 0°22'47"S 78°24'58"W 0  

67 0°22'47"S 78°24'59"W 1 P67-H1-C2 
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71 0°22'48"S 78°24'54"W 3 

P71-H1-C4 

P71-H2-C3 

P71-H3-C2 

74 0°22'48"S 78°25'00"W 1 P74-H1-C8 

75 0°22'48"S 78°24'59"W 2 
P75-H1-C0 

P75-H2-C5 

76 0°22'48"S 78°24'58"W 0  

78 0°22'48"S 78°24'56"W 1 P78-H1-C7 

80 0°22'49"S 78°25'02"W 1 P80-H1-C6 

83 0°22'49"S 78°24'59"W 1 P83-H1-C5 

 
85 0°22'49"S 78°24'57"W 1 P85-H1-C2 

86 0°22'49"S 78°24'56"W  

Trampa con exceso 

de humedad 

87 0°22'51"S 78°25'01"W  

Trampa no 

encontrada 

89 0°22'50"S 78°25'00"W  

Trampa no 

encontrada 

92 0°22'50"S 78°24'57"W 3 

P92-H1-C9 

P92-H2-C6 

P92-H3-C6 

95 0°22'50"S 78°24'59"W 3 

P95-H1-C5 

P95-H2-C2 

P95-H3-C3 

96 0°22'51"S 78°24'58"W 1 P96-H1-C5 

98 0°22'52"S 78°24'59"W 0  
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99 0°22'52"S 78°24'59"W 0  

Nota. Código asignado: P, subparcela de origen; H, número de aislado de la trampa; C, 

denominación de colores (ver tabla 1). Las fotografías de los cultivos primarios se encuentran 

en el anexo A. 

Caracterización macro y microscópica. En la tabla 6 se presenta el crecimiento de 

hongos filamentosos tanto en el anverso y reverso del medio de cultivo PDA, su morfología 

microscópica y los aislamientos agrupados en base a sus rasgos macroscópicos. La 

descripción de las características morfológicas de los aislados se muestra de forma detallada 

en el anexo B. 

Tabla 6 

Morfología macroscópica y microscópica de aislamientos de hongos filamentosos presentes en 

el suelo del sector de avicultura de la Hacienda “El Prado” – IASA I 

N° 

Crecimiento en medio PDA Morfología 

microscópica 

Cepas 

asociadas Anverso Reverso 

1 

   

P51-H1-C4* 

2 

   

P71-H1-C4* 
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3 

   

P67-H1-C2* 

P10-H1-C8 

4 

   

P51-H2-C6* 

5 

   

P17-H1-C9* 

P09-H2-C5 

P17-H2-C7 

 

6 

   

P09-H1-C6* 

7 

   

P75-H1-C0* 
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8 

   

P39-H1-C5* 

P27-H1-C5 

P83-H1-C5 

 

9 

   

P22-H1-C2* 

10 

   

P75-H2-C5* 

P60-H1-C2 

11 

   

P96-H1-C5* 

12 

   

P62-H1-C2* 
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13 

   

P85-H1-C2* 

14 

   

P47-H1-C6* 

15 

   

P53-H1-C5* 

16 

   

P40-H1-C3* 

P58-H2-C2 

17 

   

P95-H1-C5* 
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18 

   

P40-H2-C3* 

19 

   

P39-H2-C7* 

P07-H1-C6 

20 

   

P33-H1-C5* 

21 

   

P04-H1-C2* 

22 

   

P03-H1-C5* 

P27-H2-C5 
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23 

   

P03-H2-C7* 

P78-H1-C7 

P60-H2-C7 

24 

   

P58-H1-C5* 

25 

   

P62-H3-C4 

26 

   

P74-H1-C8** 

27 

   

P62-H2-C6** 

P17-H3-C6 
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28 

   

P04-H2-C6** 

P04-H3-C6 

P80-H1-C6 

P92-H3-C6 

P92-H2-C6 

 

29 

   

P92-H1-C9** 

30 

   

P51-H3-C3** 

P71-H2-C3 

P95-H3-C3 

31 

   

P40-H3-C2** 

P71-H3-C2 

P95-H2-C2 

 

Nota. *, representa los aislados puros considerados como morfoespecies representativas para 

la caracterización molecular. 

Cuantificación y estimación de pureza de ADN. Se eligieron 31 muestras para el 

proceso de extracción de ADN, al igual que el proceso la estimación de la pureza y 

concentración en base a la determinación de absorbancias por espectrofotometría, como se 

muestra en la tabla 7. Se registró una concentración promedio de ADN de 209.3 ± 103.4 µg/mL 

Con relación a la pureza 260/280 se registró que el 64.52% de las muestras presentaron una 

pureza óptima [≥1.8;<2.1], el 12.90% pureza aceptable [≥1.6;<1.8], 16.13% contaminación con 
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compuestos aromáticos [<1.6] y el 6.45% contaminación con ARN [≥2.1]. Por otro lado, la 

relación de absorbancias 260/230, indicó que todas las muestras de ADN están altamente 

contaminadas con sales, fenoles y carbohidratos. 

Tabla 7 

Resultados de estimación de pureza y cuantificación de ADN por espectrofotometría 

N° Aislamiento 
Concentración 

(µg/mL) 

Pureza 

(260/280) 

Pureza 

(260/230) 

1 P51-H1-C4 339.0 1.30 0.95 

2 P71-H1-C4 167.6 1.99++ 0.96 

3 P67-H1-C2 351.0 1.47 0.93 

4 P51-H2-C6 120.4 1.82++ 0.89 

5 P17-H1-C9 273.8 2.06++ 1.24 

6 P09-H1-C6 341.6 1.82++ 1.14 

7 P75-H1-C0 297.4 2.21++ 1.31 

8 P39-H1-C5 342.8 1.85++ 1.03 

9 P22-H1-C2 75.0 1.58 0.55 

10 P75-H2-C5 331.0 1.99++ 1.23 

11 P96-H1-C5 163.0 1.87++ 0.83 

12 P62-H1-C2 287.6 1.99++ 1.09 

13 P85-H1-C2 163.6 1.77+ 0.88 

14 P47-H1-C6 140.2 1.84++ 0.93 

15 P53-H1-C5 76.2 1.91++ 1.33 

16 P40-H1-C3 95.0 1.55 0.60 

17 P95-H1-C5 260.0 2.03++ 1.05 

18 P40-H2-C3 118.8 1.87++ 0.76 

19 P39-H2-C7 102.2 1.77+ 0.74 

20 P33-H1-C5 144.2 1.96++ 0.91 

21 P04-H1-C2 47.6 1.36 0.43 

22 P03-H1-C5 308.2 2.08++ 1.22 

23 P03-H2-C7 236.8 2.17 1.26 

24 P58-H1-C5 87.2 1.68+ 0.75 

25 P62-H3-C4 133.6 1.85++ 0.98 
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26 P74-H1-C8 83.4 1.63+ 0.86 

27 P62-H2-C6 156.8 1.85++ 0.90 

28 P04-H2-C6 248.2 1.86++ 1.03 

29 P92-H1-C9 234.8 2.05++ 1.20 

30 P51-H3-C3 335.6 1.93++ 1.08 

31 P40-H3-C2 89.6 2.01++ 0.78 

Nota. Junto a la relación de absorbancias 260/280 se indica las muestras que presentaron 

mejor calidad: ++, pureza óptima [≥1.8;<2.1]; +, pureza aceptable [≥1.6;<1.8]. 

Integridad de ADN por electroforesis. La evaluación de integridad por electroforesis 

en gel de 0.7% de agarosa se observa en la figura 5, registrando par las muestras de ADN 

genómico una integridad alta en el 41.94%, ADN integridad adecuada en el 19.35%, 

parcialmente degradado en el 12.90%, totalmente degradadas en el 6.45% y sin barrido ni 

bandas visibles en el 19.35%.  

Figura 5 

Evaluación de integridad de ADN genómico por electroforesis de material genético extraído de 

aislados de hongos filamentosos 
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Amplificación de la región ITS. El fragmento de la región ITS de las 31 muestras de 

ADN se amplificó por PCR convencional usando los cebadores ITS1 (forward) e ITS4 (reverse). 

La electroforesis en gel de 2% de agarosa, reflejó tamaños de fragmentos entre 500 a 700 pb, 

como se muestra en la figura 6. 

Figura 6 

Amplificación de la región ITS a partir de ADN genómico de aislamientos de hongos 

filamentosos 
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Identificación molecular de hongos filamentosos. El procesamiento bioinformático y 

la posterior búsqueda en bases de datos biológicos de las lecturas producto del proceso de 

secuenciación de amplicones de la región ITS, resultó en la identificación a nivel de especie de 

las cepas como se muestra en la tabla 7, exceptuando Trichoderma sp. y Fusarium sp., en 

donde los porcentajes de identidad impidieron discernir con certeza la especie del aislado. 
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Tabla 8 

Hongos filamentosos identificados mediante búsqueda en BLAST del ensamblaje de lecturas 

del fragmento de la región ITS 

# Longitud 

(pb) 

Organismo Porcentaje de 

Identidad (%) 

N° Accesión 

1 611 Mucor circinelloides 98.37 NR_126116.1  

2 631 Mucor circinelloides 98.69 AY243943.1 

3 600 Mucor janssenii 99.67 MH855051.1 

4 549 Clonostachys divergens 99.25 NR_137532.1  

5 521 Fusarium equiseti 100 MN722428.1 

6 548 Chaetomium cochliodes  100 MH856972.1 

7 639 Minimedusa polyspora 99.53 NR_145335.1  

8 571 Trichoderma hamatum 100 MH113926.1 

9 521 Fusarium foetens 99.22 NR_159865.1  

10 557 Clonostachys chloroleuca  99.28 PP163405.1 

11 586 Trichoderma sp. 99.66 OP497948.1 

12 522 Fusarium foetens 99.22 NR_159865.1  

13 614 Mucor moelleri 99.67 OW986506.1 

14 586 Trichoderma sp. 100 MK871236.1 

15 577 Trichoderma sp. 100 MN900599.1 

16 523 Fusarium sp. 99.81 MH862657.1 

17 608 Mucor hiemalis 99.35 LC413619.1 

18 549 Fusarium verticillioides 99.81 MH729013.1 

19 572 Trichoderma hamatum 99.83 MT348552.1 

20 544 Fusarium sp. 99.43 MH862670.1 

21 524 Fusarium sp. 98.66 NR_120263.1  

22 577 Trichoderma paraviridescens 100 MN900599.1 

23 542 Clonostachys solani 100 OM967396.1 

24 528 Xylaria sp. 98.11 OP443871.1 

25 644 Mucor hiemalis 99.51 LC413619.1 

26 536 Mucor griseocyanus 98.84 MH854579.1 

27 591 Penicillium camemberti  99.82 MT530220.1 

28 571 Trichoderma asperellum 100 MK841003.1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT921184.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XM59DPTK013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY243943.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XM8FUBE6013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH855051.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XNJ2F854016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_137532.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XMAB1E08013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN722428.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XMB5FT29016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH856972.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XMD15NGX01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_145335.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XME88V9K01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH113926.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XMF5ZU8B01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_159865.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XN28VY64016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/PP163405.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XMXM23Z3013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP497948.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XN1AZJXR01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_159865.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XN28VY64016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OW986506.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XN3E2V58013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK871236.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XN4WXC5Z016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN900599.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XN5HSB3A013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH862657.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XNEPKW6G013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC413619.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=XN85KUCD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH729013.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XN8VR5RS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT348552.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XNBP61R6013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH862670.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XNEK8RYJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_120263.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XNF7FM32016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN900599.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XNFTNVV8013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM967396.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XNGMYPDE013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP443871.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XNHFTE67016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC413619.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XW4UGAYH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH854579.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XV7EJCUK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT530220.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=XUXHF7JX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK841003.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y3053MZS01N
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29 522 Epicoccum nigrum 100 MT582797.1 

30 531 Fusarium culmorum 100 MH681154.1 

31 547 Fusarium oxysporum 100 MN856310.1 

Evaluación de la biodiversidad presente en el suelo  

Se llegó a la identificación a nivel de especie para 20 grupos de hongos y 4 más a nivel 

de género. De esta manera, se obtuvo 51 individuos o unidades de aislamiento (N) distribuidos 

en 20 especies identificadas, 4 especies sin identificar, 9 géneros y 7 órdenes, como se 

describe en la tabla 9. Además, se clasificó las especies por con su rol ecológico de acuerdo 

con literatura disponible, de forma que se clasificaron en antagonistas (41.18%), fitopatógenos 

(35.29%), patógenos oportunistas de animales (3.92%) y saprófitos (19.61%). Las especies con 

mayor abundancia fueron Trichoderma asperellum y Trichoderma hamatum, con 5 individuos 

cada una, seguidas por Fusarium foetens con 4 unidades de aislamiento. El género con más 

especies diferentes identificadas y a su vez mayor abundancia fue Fusarium, que se registró la 

presencia de F. culmorum, F. equiseti, F. foetens, F. oxysporum, F. verticillioides distribuidos en 

13 unidades de aislamiento y una morfoespecie sin identificar Fusarium sp. con dos individuos 

que presentaron diferencias de características macroscópicas y microscópicas, en relación con 

las otras cinco especies identificadas.  De forma análoga, se procedió para la clasificación de 

tres aislados del género Trichoderma sp., los cuales se agrupó en dos morfoespecies de 

acuerdo sus características morfológicas. 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT582797.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y30AR19H01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH681154.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y349K29H013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN856310.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XV3C8A5W013
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Tabla 9 

Abundancia de especies de hongos filamentosos identificados 

# Especie 
N° 

individuos 

Abundancia 

relativa (pi) 
Rol ecológico 

1 Chaetomium cochliodes  1 0.0196 Antagonista contra 

hongos fitopatógenos y 

bacterias (Kang et al., 

1999; Salo et al., 

2020). 

2 Clonostachys chloroleuca  2 0.0392 Fitopatógeno (Madrassi 

et al., 2023) 

3 Clonostachys divergens 1 0.0196 Antagonista contra 

hongos fitopatógenos y 

saprófito (Phaund et al., 

2023).  

4 Clonostachys solani 3 0.0588 Antagonista contra 

hongos fitopatógenos y 

saprófito (Flores-

Bazauri et al., 2015; 

Phaund et al., 2023). 

5 Epicoccum nigrum 1 0.0196 Antagonista contra 

hongos fitopatógenos y 

saprófito (Larena et al., 

2005) 

6 Fusarium culmorum 3 0.0588 Fitopatógeno 

(Wagacha & Muthomi, 

2007) 

7 Fusarium equiseti 3 0.0588 Fitopatógeno (Pérez-

Corral et al., 2015) 
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8 Fusarium foetens 4 0.0784 Fitopatógeno (Schroers 

et al., 2004) 

9 Fusarium oxysporum 3 0.0588 Fitopatógeno (Gordon, 

2017) 

10 Fusarium verticillioides 1 0.0196 Fitopatógeno (Picot et 

al., 2010) 

11 Fusarium sp.  2 0.0392 Fitopatógeno (Torbati 

et al., 2021) 

12 Minimedusa polyspora 1 0.0196 Antagonista contra 

hongos fitopatógenos 

(Beale & Pitt, 1995) 

13 Mucor circinelloides 2 0.0392 Patógeno para 

mamíferos (López-

Fernández et al., 2018) 

14 Mucor griseocyanus 1 0.0196 Saprófito (Richardson & 

Rautemaa-Richardson, 

2019) 

15 Mucor hiemalis 2 0.0392 Saprófito (Kunimoto et 

al., 1977) 

16 Mucor janssenii 2 0.0392 Saprófito (Wagner et 

al., 2020) 

17 Mucor moelleri 1 0.0196 Antagonista contra 

hongos fitopatógenos 

(Nartey et al., 2022)  

18 Penicillium camemberti  2 0.0392 Saprófito (Ropars et al., 

2020) 
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19 Trichoderma asperellum 5 0.0980 Antagonista contra 

hongos fitopatógenos 

(Stracquadanio et al., 

2020) 

20 Trichoderma hamatum 5 0.0980 Antagonista contra 

hongos fitopatógenos, 

bacterias, nemátodos e 

insectos (Baazeem et 

al., 2021) 

21 Trichoderma paraviridescens 2 0.0392 Saprófito (Goh et al., 

2018) 

22 Trichoderma sp. (T1) 1 0.0196 Antagonista contra 

hongos fitopatógenos 

(Samuels, 2006) 

23 Trichoderma sp. (T2) 2 0.0392 Antagonista contra 

hongos fitopatógenos 

(Samuels, 2006) 

24 Xylaria sp. 1 0.0196 Saprófito  (Ferrari et al., 

2021) 

Nota.  T1 y T2, corresponde a morfoespecies diferenciadas por sus características de 

crecimiento macroscópico en medio PDA.  

Los índices de riqueza se presentan en la tabla 10 y cuyos valores fueron de Dmg= 5.85, 

H’ = 3.03, D = 0.055, D’ = 0.945 y J’ = 0.954. Por su parte, las especies esperadas de acuerdo 

con el estimador no paramétrico Chao 1 fue de SChao1 = 28.96 ≈ 29 especies. El número de 

singletons y doubletons representó el 70.8% de las especies identificadas. 
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Tabla 10 

Resultados de la evaluación de biodiversidad de hongos filamentosos presente en el suelo 

Parámetro Valor 

Riqueza (s) 24 especies 

Riqueza esperada (schao1) 28.96 ≈ 29 especies 

Abundancia (N) 51 individuos 

Índice de Margalef (Dmg) 5.85 

Índice de Shannon-Wiener (H') 3.03 

Índice de dominancia de Simpson (D) 0.055 

Índice de diversidad de Simpson (D') 0.945 

Índice de equidad de Pielou (J’) 0.954 

 

Elaboración del árbol filogenético. El alineamiento y análisis de secuencias de la 

región ITS propias de las 20 especies identificadas junto con las 4 especies no tipificadas, dio 

como resultado el árbol filogenético consenso como se indica en la figura 7, el cual resultó de la 

configuración de bootstrap a partir de 500 réplicas, el método de estimación de Máxima 

Verosimilitud y el modelo evolutivo de Tamura-Nei para inferir la historia evolutiva. 
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Figura 7 

Árbol filogenético de especies identificadas de hongos filamentosos del suelo del sector de 

Avicultura de la hacienda “El Prado” – IASA I. 

 
Nota. El árbol consenso se obtuvo por el método de máxima verosimilitud, el modelo evolutivo 

de Tamura-Nei y configuración de bootstrap con 500 réplicas. El porcentaje de iteraciones en 

las que se presentó cada agrupamiento de taxones se muestra junto a las ramas.   

 

Establecimiento del Cepario. Los 24 aislamientos identificados a nivel molecular fueron 

crioconservados para la conformación del cepario en el Laboratorio de Agrobiotecnología, 

además se incluyó la ficha de identificación morfo-molecular de acuerdo con el código asignado 

descrito en el anexo C.  
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Capítulo V 

Discusión 

El presente estudio empleo caracterización morfológica y molecular, con el objetivo de 

identificar hongos filamentosos del sector de avicultura suelo de la Hacienda “El Prado” – IASA 

I. El muestreo de microorganismos mediante el uso de trampas de arroz como sustrato facilitó 

la captura diferentes 51 asilamientos puros, de forma análoga a los resultados obtenidos en 

ensayos anteriores (Escobar Pardo, 2014; Yánez Yánez, 2014). Existen alternativas usadas 

para la caracterización de biodiversidad fúngica de las que predominan el método de diluciones 

seriadas, siembra directa y cultivo líquido (Alsohaili & Bani-Hasan, 2018), sin embargo, estas 

técnicas requieren más recursos y tiempo para identificar especies raras, puesto que en su 

mayoría las esporas más abundantes y aptas serán las que colonicen el medio de cultivo (Ortiz 

Paucay, 2016).  

Por el contrario, el aislamiento con el uso de trampas es un enfoque de bajo costo, que 

se destaca por permitir la captura de una amplia gama de microrganismos, valoración 

anticipada de los tipos de crecimiento o morfoespecies y procesos de purificación de cepas 

eficientes. Sin embargo, esta metodología implicó limitaciones como la pérdida de trampas 

debido a factores que incluyen las características del terreno, la época del año, actividad 

humana, limitaciones en los dispositivos de ubicación empleados, contaminación bacteriana, 

entre otros. La contaminación bacteriana se presentó en las cajas con visible exceso de 

humedad, lo que se explica por la escasa aireación que facilita el crecimiento bacteriano (Qiu et 

al., 2022), a la vez que impide el desarrollo y colonización de hongos filamentosos por su 

naturaleza aerobia (Gomes et al., 2023).  

A partir de la caracterización macroscópica fue posible el agrupamiento de los 

individuos en 31 morfoespecies, de las cuales la identificación molecular determinó 24 

especies, mostrando que en ocasiones a pesar de presentar aislados con notables diferencias 

fenotípicas corresponden a la misma especie, lo que se presenta por el alto grado de 
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plasticidad fenotípica de algunas especies (Senanayake et al., 2020), aún en condiciones 

controladas de laboratorio. 

La caracterización microscópica y la identificación con claves dicotómicas es una 

metodología clásica ampliamente utilizada debido a su replicabilidad para el objetivo de 

identificación de microorganismos (Wagner et al., 2020). Por este proceso se facilitó el 

reconocimiento de géneros como Fusarium spp, Trichoderma spp., Penicillium spp. y Mucor 

spp., no obstante, el reconocimiento a nivel de especie al igual de géneros poco comunes se ve 

restringido por el poco o nulo desarrollo de estructuras reproductivas, ausencia de 

esporulación, un tiempo mayor para el procedimiento para la identificación a comparación de 

técnicas moleculares y la asociación errónea de especies diferentes en un mismo grupo debido 

a la poca experiencia en el campo del investigador (Gautam et al., 2022).   

La formación de clamidosporas impidió en ocasiones la identificación con claves 

dicotómicas. El almacenamiento a 4°C los hongos condujo a provocar estrés térmico y con ello 

el desarrollo de estructuras con paredes celulares gruesas como adaptación a estas 

condiciones y la ausencia de formación de conidios (Sun et al., 2019). Es por lo que se deben 

mantener condiciones favorables para el desarrollo de conidios y esporulación, lo que a su vez 

se ve limitado por la diferencia del ritmo y dinámica de crecimiento de las diferentes especies. 

Además, la caracterización fenotípica de las especies a nivel macro y microscópico, se ve 

comprometida por los llamados caracteres morfológicos superpuestos entre diferentes 

especies, sin embargo, se ha establecido que el uso conjunto de caracteres fenotípicos, 

genotípicos, ecológicos y fisiológicos, conduce a identificaciones de microorganismos con 

mayor precisión (Manawasinghe et al., 2019; Senanayake et al., 2020).  

Se mostró en varios aislados la presencia de exudados sobre el micelio o modificando la 

tonalidad el medio de cultivo, este fenómeno se produce por la liberación por gutación de 

metabolitos secundarios que producen naturalmente los hongos, en los que se incluye 

micotoxinas, agentes citotóxicos, antibióticos, fungicidas, insecticidas, antivirales, entre otros 
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(Keller, 2019). Dichos compuestos no son esenciales para la supervivencia del 

microorganismo, pero facilitan su adaptación a entornos específicos, con lo cual consiguen 

protección al daño por luz UV, crear rutas de señalización y realizar interacciones de simbiosis, 

competencia o patogenicidad (Macheleidt et al., 2016). 

El protocolo de extracción convencional de ADN mediante buffer CTAB es de utilidad 

para obtener buena concentración de material genético. A pesar de existir pocas muestras 

contaminación con ARN y compuestos aromáticos, todas las muestras presentaron 

contaminación con sales y carbohidratos, lo que se argumenta por las características propias 

de la metodología. Los métodos convencionales se caracterizan por presentar menor calidad 

de ADN a comparación de los resultados que se obtienen con kits comerciales (Watanabe et 

al., 2010), sin embargo, el material genético resultante es apto para el proceso de amplificación 

por PCR (Ausubel et al., 2003), en el cual se pueden aplicar diluciones del ADN con agua 

ultrapura con el objetivo de llevar una menor cantidad de contaminantes a la preparación del 

master mix (Bürgmann et al., 2001). Es por lo que, a pesar a la contaminación por sales y 

carbohidratos registrada, se obtuvo la amplificación de los 31 aislamientos. El proceso de 

extracción requiere la estandarización del protocolo para géneros y especies específicas en el 

caso de requerir mayor calidad del material genético, puesto que las diferencias fisiológicas de 

las cepas pueden necesitar requerimientos en el procesamiento de las muestras.  

El proceso de amplificación de ADN por PCR convencional requiere muestras de ADN 

íntegro de buena calidad (Lucena et al., 2016).  La evaluación de la integridad de ADN registra 

por electroforesis en gel de agarosa para determinar si existe o no degradación del ADN 

(Zhang et al., 2011). Por el proceso de extracción con CTAB se obtuvo un 58.36% de muestras 

con una integridad de adecuada a alta y 16.66% presentó degradación parcial o total.  La 

degradación de ADN fue influenciada por la forma y tiempo de almacenamiento, presencia de 

contaminantes o enzimas, entre otros (Sebastian & Oberdoerffer, 2017). El 25% de las 

muestras no se registró bandas visibles ni barrido, sin embargo todas las muestras incluyendo 
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aquellas donde se registra degradación del ADN mostraron amplificación de la región ITS, lo 

que indica la alta sensibilidad de la Taq ADN Polimerasa utilizada (de Oliveira et al., 2015), al 

igual que la concentración de ADN no fue suficiente para ser detectable en el gel de agarosa 

(Lucena et al., 2016). Además al tratarse una amplificación de un fragmento de alrededor de 

600 bp, una muestra de ADN parcialmente degradado seguirá siendo de utilidad debido a la 

conservación del fragmento consecutivo (Pauvert et al., 2019). 

La amplificación por PCR convencional dio como resultado bandas de alrededor de 600 

bp. Además, se observó la presencia de bandas inespecíficas tenues de alrededor de 350 bp, 

lo que indica alta sensibilidad de la Taq ADN Polimerasa, por lo que se ajustó la temperatura de 

annealing (Ta) a 55°C (Romanelli et al., 2014), lo que contribuye a la especificidad de 

amplificación de fragmentos al evitar el acoplamiento de la polimerasa a sitios no deseados 

(Mattes, 2019). A pesar del ajuste de Ta, no se obtuvo la reducción total de las bandas tenues 

en la zona inferior del gel, sin embargo, los electroferogramas tras el proceso de secuenciación 

Sanger, mostraron ausencia de ruido y adecuados porcentajes de identidad para la 

identificación de microorganismos a nivel de especie. 

La búsqueda de secuencias consenso en BLASTn permitió la identificación de 20 

especies de hongos filamentosos, que fueron confirmadas por la observación microscópica. 

Tres de los agrupamientos de aislamientos pertenecientes a los géneros Fusarium sp. y 

Trichoderma sp., no fue posible la identificación, puesto que se presentan distancias genéticas 

mínimas entre especies, de manera que se requiere la amplificación complementaria de otras 

regiones de ADN como los genes de la β-tubulina y factor de elongación 1α para su análisis y 

clasificación (Kullnig-Gradinger et al., 2002; Watanabe et al., 2011).  

La clasificación de los aislados de acuerdo con su rol ecológico mostró relaciones de 

función de acuerdo con el género. Para las especies del género Clonostachys, se ha observado 

anteriormente su acción como controlador biológico frente a enfermedades (Mouekouba et al., 

2014), no obstante, Clonostachys chloroleuca también ha mostrado comportamiento como 
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patógeno al ser causante de la pudrición de la raíz de yuca (Madrassi et al., 2023). El 

comportamiento fitopatógeno de las especies de Fusarium se ha detallado ampliamente en la 

literatura, utilizando como huésped diversidad de plantas y en ocasiones a animales (Torbati et 

al., 2021), es por ello que las especies encontradas en el suelo de avicultura se clasificaron 

como fitopatógenos. Se ha visto que miembros del género Mucor se encuentran ocupando 

espacios ecológicos como descomponedores de la vegetación (Richardson & Rautemaa-

Richardson, 2019), sin embargo, las especies pueden mostrar otros comportamientos ya sea 

de patógeno oportunista para Mucor circinelloides (López-Fernández et al., 2018) o antagonista 

antifúngico, en el caso de Mucor moelleri (Nartey et al., 2022). Las especies del género 

Trichoderma de forma general presentan apropiadas características como controladores 

biológicos y estimuladores de crecimiento (Samuels, 2006), exceptuando Trichoderma 

paraviridescens que se destaca por su función como organismo saprófito (Baazeem et al., 

2021; Goh et al., 2018).  

Por lo descrito anteriormente, la clasificación de hongos presentes en el sector puede 

ser de utilidad como punto de partida para inferir la calidad del suelo en base a las 

predominancia de organismos antagonistas frente a patógenos, sin embargo, se debe 

considerar que la dinámica ecológica de hongos se modifica y existen adaptaciones de las 

cepas específicas que pueden llevar a determinadas especies a abarcar diferentes nichos 

dentro de su ecosistema (Naranjo-Ortiz & Gabaldón, 2019). 

Se utilizaron los índices de diversidad y abundancia para la evaluación de la 

biodiversidad de hongos filamentosos del suelo. El índice de Margalef (Dmg= 5.85) muestra la 

riqueza de especies en proporción al logaritmo natural de individuos muestreados, 

generalmente una relación más alta implica mayor riqueza de especies (Death, 2008). Por otro 

lado, el índice de Shannon-Wiener (H’ = 3.03), revela información sobre la heterogeneidad de la 

comunidad, entendiéndose valores mayores a 2 como la similitud de abundancia entre las 

especies (Morris et al., 2014). Tanto el índice de dominancia (D = 0.055) como diversidad 



71 
 

(0.945) de Simpson, presentan el nivel de importancia de las especies dominantes. Finalmente, 

el índice de equidad de Pielou (J’ = 0.954), representa la similitud de abundancias entre 

especies (Gotelli & Chao, 2013). Estos datos señalan que el sector de avicultura se considera 

como de alta riqueza y diversidad de especies hongos filamentosos cultivables, en donde las 

especies aparecen con frecuencias similares, sin presenciar la predominancia marcada de 

pocas especies con respecto al resto.  

El resultado de las especies esperadas por estimador no paramétrico Chao 1 fue de 29 

especies de hongos filamentosos, lo cual indica el límite inferior de la riqueza de hongos 

filamentosos cultivables del sector de avicultura (Kim et al., 2017). No obstante, el número de 

singletons y doubletons representó el 70.8% de las especies identificadas, lo que indica que la 

comunidad estaba submuestreada e implica que múltiples especies raras no fueron registradas 

(Chiu et al., 2014). 

El árbol filogenético generado con el método de Máxima Verosimilitud presentó un 

esquema de estimación de la relación evolutiva entre las especies identificadas, la pertinencia 

de los agrupamientos registrados se sustenta en la cercanía entre especies del mismo género, 

así como de la proximidad evolutiva de los géneros Clonostachys, Trichoderma y Fusarium que 

pertenecen al orden Hypocreales (Rossman & Seifert, 2011). Sin embargo, al tratarse de 

secuencias que consideran una región del ADN, existen organismos no emparentados 

agrupados erróneamente, por esta razón se precisa un enfoque de análisis de filogenia basado 

en varios genes, para la obtención de topologías que se aproximen de mejor manera a la 

historia evolutiva real de estos organismos (Zhang et al., 2017). 
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Capítulo VI 

Conclusiones 

Con el estudio de la caracterización morfo-molecular de hongos filamentosos del suelo 

del sector de avicultura de La Hacienda “El Prado” – IASA I, se obtuvieron 51 aislamientos 

puros agrupados en 24 morfoespecies, de las cuales 20 se identificaron a nivel de especie y 4 

a nivel de género, distribuidos en 9 géneros (Mucor, Minimedusa, Epicoccum, Chaetomium, 

Penicillium, Fusarium, Trichoderma, Clonastachys y Xylaria) y 7 órdenes.  

Los índices de riqueza y abundancia utilizados para la evaluación de la biodiversidad 

del suelo mostraron que el sector de avicultura presenta una alta biodiversidad (Dmg= 5.85, H’ = 

3.03), y homogeneidad de abundancia entre especies de hongos filamentosos (D = 0.055, D’ = 

0.945 y J’ = 0.954). Sin embargo, el estimador no paramétrico de riqueza Chao 1 (29 especies) 

y la proporción de singletons y doubletons (70.8%), indican que la técnica de recolección tiene 

limitaciones para la captura de especies menos frecuentes. 

A partir de los aislados identificados morfo-molecularmente (fichas técnicas) se 

estableció un criocepario en viales conteniendo discos de agar colonizados en solución 

protectante, los cuales fueron ingresados en el Laboratorio de Agrobiotecnología. 

La presente investigación permitió el establecimiento de una línea base del sector de 

estudio, de acuerdo con el rol ecológico de los hongos filamentosos registrados, los cuales se 

clasificaron en antagonistas (41.18%), fitopatógenos (35.29%), patógenos oportunistas de 

animales (3.92%) y saprófitos (19.61%).  
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Recomendaciones 

Se recomienda el empleo de la línea base establecida en la presente investigación con 

el fin de diseñar estrategias de biorrestauración y control biológico. 

Considerando que la secuenciación de la región ITS en ciertos casos delimita la 

identificación de ciertos hongos por falta de resolución o la presencia de copias ITS no 

homologas en su genoma, se sugiere emplear amplificación de los genes de β-tubulina y factor 

de elongación 1α, con el objetivo discriminar las distancias genéticas en especies altamente 

emparentadas. 

Para identificar especies fúngicas no cultivables en condiciones in vitro o de difícil 

recolección, es recomendable la aplicación de técnicas con mayor sensibilidad como las de 

secuenciación de siguiente generación (NGS), permitiendo conocer a mayor profundidad las 

interacciones del microbioma del suelo y promover el uso de hongos filamentosos en 

bioinsumos o producción de metabolitos secundarios.  
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