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I. Introducción

Reino: Fungi

2.2 a 3.8 millones 

de especies 

(~ 5% descrito)

(Webster & Weber, 2007; Hawksworth & Lücking, 2017; Kanellopoulos et al., 2018;)

Eucariotas 

quimioheterótrofos

Con pared celular de 

quitina o celulosa
Figura 1. Árbol filogenético del reino Fungi. Recuperado de: 

(Ahrendt et al., 2023).

Marco Referencial
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I. Introducción

Antecedentes

Papel esencial 

en los 

ecosistemas

Patógenos

Descomponedores

Mutualistas

(Læssøe & Petersen, 2011; Boddy, 2016)

Nace la necesidad de 

caracterizar 

biodiversidad fúngica

Mediante diversas 

metodologías morfológicas 

y moleculares
Figura 2. Colonización y procesos biológicos mediados por 

microorganismos. Recuperado de: (Rocha et al., 2024).

VERSIÓN: 1.0



I. Introducción

Justificación

(Costa et al., 2012; Barahona, 2013)

El equilibrio 

ecológico se ha 

afectado por 

actividad humana

Monocultivo

Compactación de 

suelo

Uso de 

agroquímicos

Hacienda “El Prado” 

IASA I

Centro integral de formación 

superior agropecuario

Se debe caracterizar 

la diversidad fúngica:

Diagnosticar el rol ecológico 

de especies presentes

Establecer una línea base 

para estudios posteriores
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I. Introducción

Identificación de Hongos 

filamentosos

Marco Referencial

Caracteres 

morfológicos 

Estructuras reproductivas 

Claves taxonómicas

Nuevos enfoques y 

metodologías

Métodos fisiológicos, 

bioquímicos 

Moleculares y análisis 

filogenético

(Schoch et al., 2009; Singara Charya, 2015; Bustin et al., 2020)

Figura 3. Características fenotípicas microscópicas de Fusarium

sp. y Trichoderma sp. Recuperado de : (Watanabe, 2010).

Figura 4. Esquema de etapas de amplificación por PCR. 

Recuperado de: https://cutt.ly/0w0OBIMr

VERSIÓN: 1.0



I. Introducción

Identificación molecular de 

hongos filamentosos

Marco Referencial

(Nilsson et al., 2010; Schoch et al., 2012; Sharma et al., 2023)

Región ITS

Regiones altamente 

variables 

Alta tasa de discriminación 

de especies y géneros

Elección de cebadores 

adecuados 

Secuenciación del 

fragmento

Bases de datos 

biológicas 

Figura 5. Descripción esquemática de la región ITS de hongos
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II. Objetivos e Hipótesis

Objetivo General

Objetivo Específicos

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.

➢ 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.
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II. Objetivos e Hipótesis

Hipótesis

➢H₀: No existe diferencia entre la riqueza de especies de hongos filamentosos observada y la 

riqueza esperada según el estimador no paramétrico Chao 1.

➢H₁: Existe diferencia entre la riqueza de especies de hongos filamentosos observada y la 

riqueza esperada según el estimador no paramétrico Chao 1.
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III. Materiales y Métodos

Muestreo

Sector de 

Avicultura

Área: 84 760 m² 

Figura 3. Esquema de vista satelital ubicación 

geográfica del sector de avicultura 

(Graser et al., 2017)
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III. Materiales y Métodos

Preparación de trampas 

microbianas

Arroz semicocido 121°C, 15 min y 1 atm 

50 g de arroz

Incubación

- 20 cm de profundidad

- 15 días

Aislamiento de hongos filamentosos

5 - 6 granos de arroz 

en medio PDA

28 °C

5 días

Purificación en medio de cultivo

Segmentos de micelio 

de 5 x 5 mm
Cultivo puro

(Escobar Pardo, 2014; Alsohaili & Bani-Hasan, 2018; Montoya-Castrillón et al., 2021)
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III. Materiales y Métodos

Caracterización macro-microscópica

Cultivo puro Registro de 

características en 

base a claves 

taxonómicas

(Barnett & Hunter, 1998; Magurran, 2004; Watanabe, 2010)

Tinción en fresco o 

azul de metileno

a) Color

b) Textura del micelio

c) Apariencia de la colonia

d) Altura del micelio

e) Esporulación 

Anverso

a) Color

b) Pigmento Exudado

Reverso
Se clasificaron los 

aislamientos en 

morfoespecies

Se consideró a cada asilado 

como un individuo

Se eligió aislados 

representativos para 

biología molecular
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III. Materiales y Métodos Extracción de ADN genómico 

500 µL de buffer de 

extracción 

+ perlas de vidrio

Recolección de muestra

(Ausubel et al., 2003; Flores, 2021; Chiriboga 2023)

2 µL de 

β-mercaptoetanol

Disrupción celular

1 min

60 °C

30 min

Precipitación de proteínas1 2 4

500 µL de cloroformo frío

14700 g

8 min

Precipitación de ADN5

300 µL sobrenadante

+ 300 µL  EtOH (96.5%)

+ 150 µL  NaOAc (3M) 

+ 300 µL  EtOH (70%)  

Lavados6– 20°C

12 h

14700 g

17 min 200 µL  EtOH

(70%)

X3

Método de Extracción 

Convencional por CTAB

Descrito por: Ausubel et al. 

(2003)

Modificado por: Flores 

(2021)

Adaptado por: Chiriboga 

(2023)
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III. Materiales y Métodos Extracción de ADN genómico 

(White et al., 1990 ; Chiriboga, 2023)

Elución de ADN

70 µL  NaOH (8 mM)

+ 1 µL de RNasa 

37 °C

30 min

7
Cuantificación y 

estimación de pureza
8

Espectrofotometría

A260

A260/280

A260/230

Evaluación de Integridad9

60 min

90 V

Gel de agarosa 

(0.7%)

PCR Convencional
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III. Materiales y Métodos PCR Convencional

(White et al., 1990)

Condiciones de amplificación

1x 34x 1x

94

55

72

4

T(°C)

Tiempo

3 min 30 s

30 s

1 min 3 min

∞

Figura 6. Condiciones del programa de termociclador para 

amplificación de la región ITS 

Evaluación de longitud de fragmentos

60 min

90 V

Gel de agarosa 

(2%)

Transiluminador UV

Secuenciación Sanger

- 10 µL produto de PCR

- 5 µL primer forward (2 µM) 

- 5 µL primer reverse (2 µM) 
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III. Materiales y Métodos

(Bonfield et al., 1995; ; Zhang et al., 2000; Chiu et al., 2014; Valdez et al., 2018)

Análisis Bioinformático

Staden Package:

Eliminación de fragmentos 

(Pregap4)

Ensamblaje de secuencias

(Gap4)

Figura 7. Alineamiento de secuencias del fragmento de la región ITSIdentificación de especies

BLASTn

Análisis de biodiversidad

➢ Riqueza (s)

➢ Abundancia (N)

➢ Abundancia por especie (nᵢ)

➢ Abundancia relativa (pᵢ)

➢ Estimador no paramétrico Chao 1(schao1)

➢ Índice de Margalef (Dmg)

➢ Índice de Shannon-Wiener (H’)

➢ Índice de dominancia de Simpson (D)

➢ Índice de diversidad de Simpson (D’)

➢ Índice de equidad de Pielou (J’)Clasificación de acuerdo 

con el rol ecológico
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III. Materiales y Métodos

(Rugeles Barandica et al., 2021; Tamura et al., 2021)

Análisis filogenético

Método de Máxima Verosimilitud

Modelo evolutivo de Tamura-Nei

Bootstrap con 500 réplicas   

Criopreservación

Segmentos agar de 

5 mm de diámetro

Solución

- Peptona (0,1%)

- Glicerol (10% )

– 80°C

– 20°C

20 min

Cepario

Cepas identificadas

Ficha de identificación:

- Macroscópica

- Microscópica

- Molecular
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IV. Resultados y Discusión

(Gomes et al., 2023), (Qiu et al., 2022)

Recuperada; 
78%

Gusanos; 4%

Moscas; 4%

Bacterias; 
8%

No encontrada; 
6%

Captura y aislamiento de hongos filamentosos

Figura 8. Condición de trampas microbianas 

después de 15 días de incubación

Figura 9. Aislamientos obtenidos en las 

subparcelas muestreadas. G, gusanos; 

M, moscas; B, bacterias; N, no encontrada

51 aislamientos
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IV. Resultados y Discusión Aislamiento de hongos filamentosos

Tabla 4

Morfología macroscópica y microscópica de aislamientos de hongos filamentosos
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Tabla 4

Morfología macroscópica y microscópica de aislamientos de hongos filamentosos
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Tabla 4

Morfología macroscópica y microscópica de aislamientos de hongos filamentosos

IV. Resultados y Discusión Aislamiento de hongos filamentosos



IV. Resultados y Discusión

([BancoADN], 2020), (Ausubel et al., 2003), (Djurkin Kušec et al., 2015)

Cuantificación y estimación de pureza de ADN

6.5%

64.5%

12.9%

16.1%

Contaminación con
ARN

Óptima

Aceptable

Contaminado con
compuestos
aromáticos

31 morfoespecies

Figura 10. Calidad de muestras de ADN estimado 

por la relación 260/280 Relación 260/230 100% de muestras <1.5
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IV. Resultados y Discusión

([BancoADN], 2020), (Sebastian & Oberdoerffer, 2017)

Integridad de ADN por electroforesis

Figura 11. Evaluación de integridad de ADN genómico

41.9%

19.4%

12.9%

6.5%

19.4%

Alta

Adecuada

Parcialmente
degradadas

Totalmente
degradadas

Sin bandas
visibles

Figura 12. Clasificación de integridad de ADN genómico
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IV. Resultados y Discusión

(Pauvert et al., 2019), (de Oliveira et al., 2015)

Amplificación de la región ITS

Figura 13. Amplificación de la región ITS a partir de ADN genómico 
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IV. Resultados y Discusión

(de Oliveira et al., 2015), (Zhang et al., 2000), (Watanabe, 2011)

Identificación de especies

Identificación: 20  a nivel de especie y 4 a 

nivel de género, distribuidos en 9 géneros. 

Tabla 6

Hongos filamentosos identificados mediante búsqueda en BLAST del ensamblaje de lecturas 
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IV. Resultados y Discusión

(Rossman & Seifert, 2011), (Zhang et al., 2017)

Análisis filogenético

Figura 16. Árbol filogenético de especies identificadas

Hypocreales
Ascomycota

Mucoromycota

Basidiomycota
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IV. Resultados y Discusión

(Zhang et al., 2000)

Identificación de especies

Chaetomium cochliodes 

Clonostachys chloroleuca
Clonostachys divergens

Clonostachys solani

Epicoccum nigrum

Fusarium culmorum
Fusarium equiseti
Fusarium foetens
Fusarium oxysporum
Fusarium verticillioides
Fusarium sp.

Minimedusa polyspora

Mucor circinelloides
Mucor griseocyanus
Mucor hiemalis
Mucor janssenii
Mucor moelleri

Penicillium camemberti 

Trichoderma asperellum
Trichoderma hamatum
Trichoderma paraviridescens
Trichoderma sp. (T1)
Trichoderma sp. (T2)

Xylaria sp.

Figura 14. Especies de hongos filamentosos identificadas

29.4%

31.4%

15.7%

11.8%

3.9%

2%

2%2%

2%
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IV. Resultados y Discusión

(Chiu et al., 2014), (Gotelli & Chao, 2013), (Kim et al., 2017)

Clasificación por Rol Ecológico y 

evaluación de biodiversidad

41.2%

35.3%

3.9%

19.6%

Antagonistas

Fitopatógenos

Patógenos
oportunistas

Saprófitos

Figura 15. Clasificación de aislamientos de acuerdo con su 

rol ecológico
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IV. Resultados y Discusión Fichas técnicas

Tabla 7

Ficha técnica de identificación macro y microscópica de hongos filamentosos

VERSIÓN: 1.0



24 aislados identificados morfo-

molecularmente y criopreservados

– 80°C

V. Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

- La presente investigación permitió el establecimiento de una línea base del sector de avicultura, que consta de cepas 

clasificadas por su rol ecológico de los hongos filamentosos registrados como antagonistas (41.18%), fitopatógenos 

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

1
51 

aislamientos

24 

morfoespecies

20 nivel 

especie

4 nivel 

género

Mucor, Minimedusa, Epicoccum, 

Chaetomium, Penicillium, Fusarium, 

Trichoderma, Clonastachys y Xylaria

2

Sector Avicultura

Alta biodiversidad 

(Dmg= 5.85, H’ = 3.03)

Homogeneidad (D = 0.055, 

D’ = 0.945 y J’ = 0.954)

Chao1
La técnica tiene limitaciones 

para la captura de especies 

raras (70.8% [F+G]/s).

3

>29 especies
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V. Conclusiones y Recomendaciones

.

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.

➢ 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). Al igual que se requiere promover investigación sobre las interacciones del microbioma 

del suelo, así como el uso de hongos filamentosos en bioinsumos o producción de metabolitos secundarios. 
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