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Resumen

El presente estudio investigo el potencial biotecnologico de especies fungicas aisladas
de suelo de banano (Musa spp. L) infestado por Meloidogyne spp. para el control bioldgico de
plagas fitopatdgenas. El objetivo fue de identificar los hongos asexuales aislados, y evaluar la
capacidad de sus mecanismos de captura sobre nematodos fitoparasitos. Se identificaron cuatro
cepas de hongos nematofagos pertenecientes a la especie Arthrobotrys thaumasia (HN20,
HN21, HN24, HN25), dentro de las cuales, la cepa HN20 tuvo una mayor efectividad con 75%
de mortalidad en 4 dias, seguida por la HN21, HN24 y HN25, esta ultima alcanzando un efecto
antagonista del 57%, todas bajo las mismas condiciones in vitro. Los resultados no evidencian
una diferencia significativa entre las cepas estudiadas independientemente, no obstante, existen
diferencias significativas entre el tratamiento y control individual de HN20 y HN21. Por tanto,
se observa cierta variabilidad entre las cepas aisladas, y a su vez existe considerable diversidad
funcional dentro de A. thaumasia segun la localizacion geografica de donde ha sido aislado.
Esta investigacion promueve el desarrollo cientifico y el conocimiento de la biodiversidad
funcional del suelo, aportando herramientas concretas para mejorar la sanidad de los cultivos
agricolas, reduciendo la dependencia de insumos quimicos, y fomentando la agricultura

sostenible.

Palabras clave: Nematofago; Hongo; Meloidogyne spp.; Arthrobotrys thaumasia,

Antagonismo.



Abstract

The present study investigated the biotechnological potential of fungal species isolated
from banana (Musa spp. L.) soil infested by Meloidogyne spp. for the biological control of plant
pathogenic pests. The objective was to identify the isolated asexual fungi and evaluate the
efficacy of their trapping mechanisms on plant-parasitic nematodes. Four strains of
nematophagous fungi belonging to the species Arthrobotrys thaumasia (HN20, HN21, HN24,
HN25) were identified. Among these, strain HN20 showed the highest effectiveness with 75%
mortality in 4 days, followed by HN21, HN24, and HN25, the latter achieving an antagonistic
effect of 57%, all under the same in vitro conditions. The results did not show a significant
difference among the studied strains independently; however, significant differences existed
between the individual treatment and control of HN20 and HN21. Therefore, some variability
is observed among the isolated strains, and in turn, there is considerable functional diversity
within 4. thaumasia depending on the geographical location from which it was isolated. This
research promotes scientific development and the understanding of soil's functional biodiversity,
providing concrete tools to improve agricultural crop health, reduce reliance on chemical inputs,

and foster sustainable agriculture.

Keywords: Nematophagus; Fungi; Meloidogyne spp.; Arthrobotrys thaumasia,

Antagonist.
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Capitulo 1

1.1. Introduccion

La Revolucién Industrial transform6 la agricultura al introducir la mecanizaciéon y la
quimica agricola, marcando el inicio de los agroquimicos modernos (Valenzuela-Garcia et al.,
2022). Antes de este periodo, los agricultores dependian de abonos organicos y métodos
tradicionales de control de plagas (Lahlali et al., 2022). Sin embargo, el crecimiento
demogréfico y la demanda de alimentos impulsaron la biisqueda de soluciones mas eficientes;
los avances en quimica, como el proceso Haber-Bosch, permitieron la produccion masiva de
fertilizantes sintéticos, revolucionando la productividad agricola pero también generando

problemas como la contaminacién por nitratos (Endara et al., 2020).

Durante los siglos XIX y XX, se desarrollaron los primeros pesticidas sintéticos, desde
compuestos toxicos como el arsénico hasta el DDT, que se popularizé en la década de 1940 por
su efectividad contra insectos, sin embargo, el uso indiscriminado de estos quimicos llevo a
graves consecuencias ambientales y de salud, como la resistencia de plagas, bioacumulacion de
toxinas en la cadena alimentaria y enfermedades cronicas en trabajadores agricolas; de esta
forma, la publicacién de Primavera Silenciosa (1962) por Rachel Carson expuso estos riesgos,

impulsando regulaciones y la busqueda de alternativas mas seguras (Schmidt et al., 2022).

La prevalencia de enfermedades por agrotoxicos se ve influenciada seglin su disposicion
geografica, en paises de América Latina como Brasil, Ecuador, México o de Asia como India
y China, esta problematica es significativa debido a la alta exposicidn por la relacidon que existe
con su produccion agricola y la falta de regulaciones de estas sustancias, a comparacion de
Europa o Estados Unidos donde estos compuestos siguen un reglamento mas riguroso y su
produccion no es tan alta al ser principales importadores; la exposicion directa y continua a

agroquimicos aumenta la posibilidad de padecer de cancer, trastornos endocrinos y



neurologicos, enfermedades respiratorias, problemas reproductivos e intoxicaciones agudas (da

Silva et al., 2024; Fucic et al., 2021; Gomez-Arroyo, 2011; Upadhayay et al., 2020)

El legado de la Revolucion Industrial en la agroquimica es ambivalente, por un lado,
permitié alimentar a una poblacion en crecimiento, pero por otro, generdé dependencia de
insumos sintéticos con impactos negativos; la historia de los agroquimicos refleja asi el

equilibrio entre progreso tecnolégico y responsabilidad ambiental (Castillo, 2020).

Esto ha llevado al surgimiento de movimientos como la agricultura organica y el control
bioldgico, los cuales han surgido como una alternativa sostenible a los agroquimicos, utilizando
organismos vivos para regular plagas y enfermedades como hongos, bacterias, virus o insectos;
a través de diversos estudios se demuestra su eficacia en la reduccion de poblaciones de insectos,
nematodos, hongos patdgenos y malezas, minimizando el impacto ambiental y la resistencia de

plagas (Garza-Séanchez et al., 2023).

El estudio de hongos empieza con Linneo durante el siglo XVIII, de los cuales se le dio
gran reconocimiento al filo Ascomycota, siendo esta la division de hongos mas usada para
investigaciones fungicas (Naranjo-Ortiz & Gabaldon, 2019). Con el tiempo, se han descubierto
hongos entomopatégenos con potencial fitocontrolador y su importancia de estudio ha
ascendido tras los efectos adversos de agroquimicos en el ambiente (Lacey et al., 2015). Uno
de los primeros hongos con potencial biocontrolador estudiados fueron del género Arthrobotrys,
ya que presentan mecanismos especificos para la captura de fitonematodos, ademas de ser el

microorganismo modelo para hongos nematéfagos (Yang et al., 2011).



Tabla 1. Tipos de hongos y las enfermedades agricolas que combaten

Hongo

Enfermedad/Plaga

Referencia

Beauveria bassiana

Pulgones, escarabajos, moscas
blancas, etc.

(Zelaya-Molina et al., 2022)

Me.tarhl.zmm Termitas, escarabajos, pulgones, (Rajput et al., 2024)
anisopliae etc.
. Marchitez vascular, podredumbre . ,
Trichoderma spp. de la raiz, mildiu, blight. (Cortés-Hernandez et al., 2023)
Co.n.l othyrium Podredumbre blanca (raiz y tallo) (Han et al., 2023)
minitans
Pochonia o tls S :
chlamydosporia Nematodos y ‘‘gallina de raiz (Yietal., 2021)
Aspergillus spp. Enfermedades de la raiz (Herrera et al., 2023)

Clonostachys rosea
Arthrobotrys
oligospora
Gliocladium virens

Purpureocillium
lilacinum

Pudricion de la raiz, moho
blanco, marchitamiento, tizon
Nematodos

Podredumbre de raiz, cuello,
parda, tizén foliar

Nematodos

(Swedish University of
Agricultural Sciences, Sweden
etal., 2021)

(Salas et al., 2024)
(Palmieri et al., 2022)

(Rigobelo et al., 2024)

1.2. Planteamiento del problema

Anualmente, las pérdidas generadas por fitoparasitos se estiman en 157 mil millones
mundialmente. (Mendoza-de Gives, 2022). Para hacer frente a esta problematica, se emplea
convencionalmente el uso de productos quimicos, sin embargo, estos suelen ser toxicos y
perjudiciales hacia el suelo, provocando una bioacumulacién en los seres humanos (Dévila et

al., 2022).

Durante afios, los fitonematodos han sido controlados a través de agroquimicos toxicos
para el ambiente y sus consumidores, de esta manera, la acumulacion de metales pesados y
plaguicidas organoclorados, generan eutrofizacion en rios y lagos, bioacumulacion en la cadena
trofica, emisiones de gases de efecto invernadero, entre otros, los cuales han sido una

problematica de caracter global en las ultimas décadas (Garcia-Hernandez et al., 2025).



Por lo que resulta esencial el desarrollo de controles biologicos, usando
microorganismos y estudiando su interaccion en los medios; explorando el uso de bacterias y
hongos para el biocontrol de estos endoparasitos (Garza-Sanchez et al., 2023). Dentro del
género Meloidogyne, se han realizado varias investigaciones usando estos microorganismos,

haciendo énfasis en los hongos nemat6fagos (Tazi et al., 2021).

1.3. Justificacion

El uso excesivo e incorrecto de pesticidas, fertilizantes sintéticos y herbicidas en el suelo,
ha logrado contaminar gravemente el suelo, agua, aire y una pérdida en biodiversidad nativa de
flora y fauna (Cajamarca et al., 2020). En términos de salud humana, se garantiza una mayor
seguridad alimentaria al producir alimentos sin residuos toxicos de agroquimicos, lo que
permite reducir la poblacion con enfermedades cronicas asociadas a plaguicidas y fertilizantes
como el cancer, trastornos neurologicos, malformaciones genéticas y problemas de fertilidad

(Weisenburger, 2021).

Se estiman cientos de millones en pérdidas anuales dentro del sector agricola
ecuatoriano por plagas o enfermedades que afectan a cultivos de importancia econdmica externa
e interna tales como el banano, café, cacao, platano, maiz, entre otros (Ministerio de Agricultura
y Ganaderia, 2020). No existen reportes oficiales por entidades en el pais que reporten casos de
muertes o afecciones cronicas de personas afectadas por estas sustancias quimicas nocivas lo
que indica la falta de seguimiento y estudio hacia esta problematica a nivel nacional, sin
embargo, el Ministerio de Salud Publica (2024) expone un total de 146 casos reportados durante
el afio de intoxicaciones por plaguicidas, principalmente fungicidas y herbicidas seguido por
organofosforados y carbamatos con una prevalencia de hombres entre 20 a 49 afos el grupo

mas afectado.



Esta investigacion impulsa el conocimiento sobre la biodiversidad funcional de los
hongos nematofagos y de la microbiota benéfica del suelo, potenciando el uso de
biocontroladores y aportando herramientas para reducir la dependencia de agroquimicos,
mejorando la sanidad de los cultivos de manera sostenible; por lo cual esta investigacion
sustenta que el uso de controles bioldgicos no son solo una alternativa ecoldgica, sino también

una herramienta necesaria para una agricultura limpia y resiliente.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General

Evaluar el potencial biocontrolador de hongos asexuales aislados de plantas de banano
(Musa spp. L.) frente a nematodos formadores de agallas del género Meloidogyne spp.
1.4.2. Objetivos Especificos

Aislar especies de hongos nematdfagos a partir de muestras de suelo de plantas de

banano con antecedentes de infestacion por Meloidogyne spp.

Identificar las especies flingicas aisladas para determinar su taxonomia mediante la

descripcion morfoldgica y molecular.

Evaluar la efectividad de las estructuras de captura de los hongos nematofagos mediante

ensayo de antagonismo in vitro.



Capitulo 2

Marco Teorico

2.1. Cultivos agricolas

La agricultura forma parte de una pieza fundamental en la economia, la seguridad
alimenticia y el medio ambiente, no obstante estos se ven gravemente afectados por desafios
globales como el cambio climatico, generando una reduccion considerable de alimentos y por
consecuencia, muchos paises o sectores sociales se ven afectados negativamente; a su vez se
intenta tecnificar el sector agricola mediante la agricultura de precision, uso de cultivos
transgénicos y drones que ayudan a mejorar la productividad de cosecha con el fin de lograr
reducir el uso de pesticidas y emisiones de metano para alcanzar una sostenibilidad a largo

plazo y revertir el dafio causado al ecosistema (Portner et al., 2022).

El sector agricola incluye actividades como los cultivos, ganaderia, pesca y silvicultura,
este representd el 4% del PIB mundial durante el 2024 segtn reporta el World Bank Open Data
(2025), aunque este valor puede aumentar en paises que son dependientes de la agricultura o en

desarrollo (Figura 1).

Esta actividad humana se ve amenazada por varios problemas y su efecto varia
dependiendo de la region y los cultivos afectados, siendo el cambio climatico de los principales
exponentes de los estragos evidenciados a nivel mundial al aumentar la temperatura y causar
sequias o lluvias intensas que desencadenan en fendmenos extremos como tormentas o
inundaciones, seguido por las plagas o enfermedades que afectan a la calidad y produccion

agricola, degradacion del suelo, escasez de agua y entre otros (IPCC, 2019).



Figura 1. Aporte del sector agricola al % PIB por pais

= 3.56

3.56-7.38
7.38-13.00
M 13.00-18.62
B =1862

Nota: Tlustracion obtenida de World Bank Open Data (2025)

2.1.1. Principales cultivos agricolas a nivel mundial

Los cultivos agricolas forman parte de la dieta y alimentaciéon humana, los cuales
pueden ser consumidos de forma directa como los granos o tubérculos, o indirecta mediante
productos derivados como aceites y harinas; como por ejemplo el maiz (Zea mays), el cual es
el cultivo mas producido del mundo por sus usos como harina, aceite, alimento para ganado o

biocombustible (Zambrano Mendoza et al., 2019).



Tabla 2. Productos agricolas mads consumidos globalmente

Alimentos de Principal Produccion
. Productos
origen vegetal productor (t)
. EE. UU., China, 1,2 mil
Maiz . .
Brasil millones
Cereales Trigo Chlpa, India, 780 millones
Rusia
Arroz China, India 520 millones
Soja Brasil, E E. ? 350 millones
) Argentina
Oleaginosas .
. Indonesia, .
Palma aceitera . 77 millones
Malasia
Tubérculos Papa Chlna,‘ India, 370 millones
Ucrania
Raices Yuca ngerla, A,f?lca’ 300 millones
Latinoameérica
Tomate Chlna,’ India, 180 millones
. Turquia
Frutas y hortalizas . .
India, China, .
Banano 120 millones
Ecuador
- , Brasil, India, 1,9 mil
Cana de azucar . . .
Tailandia millones
Cultivos , Brasil, Vietnam, .
comerciales Café Colombia 10 millones
Algodon China, India, EE. 25 millones

UU.

Nota: Informacién obtenida y adaptada de FAO (2025); Willer et al. (2025)

2.1.2. Principales cultivos a nivel de Ecuador

De acuerdo al Banco Central del Ecuador (2025), durante el 2024 el sector de la
agricultura, ganaderia y silvicultura tuvo un crecimiento anual del 3,1% y represent6 un 9,5%
del PIB del pais (World Bank Open Data, 2025). Los cultivos mas importantes para la economia
ecuatoriana por exportacion son el banano, cacao y flores, mientras que para consumo interno
la papa, maiz y arroz son esenciales en la alimentaciéon y comercio interno (Ministerio de

Agricultura y Ganaderia, 2025).

Los cultivos de arroz, cacao, banano, maiz y café son sensibles a cambios bruscos de

temperatura, una problematica presente en la region debido al cambio climatico evidente dada



la diversidad geografica del territorio, de esta forma, la agricultura local no solo sufre de
condiciones adversas climdticas, sino también de disrupciones en el microbioma nativo del
suelo debido a estos cambios, haciéndolo susceptible a la proliferacion de plagas o
enfermedades fitosanitarias, a ello se le suma la erosion y agricultura en masa en las regiones
de la Sierra y Amazonia que contribuyen a la reduccion de fertilidad y nutrientes esenciales por
la dependencia de monocultivos a través del territorio que domina en ciertas areas (Cafias

Suérez et al., 2024; Grijalva et al., 2017; Suquilanda Valdivieso & Villamar, 2017).

La Direccién de Organicos Agrocalidad, Agencia de Regulacion y Control Fito y
Zoosanitario (2025) reporta que en el afio 2024, el banano fue el producto agricola mas
exportado del pais con una cantidad de 659,488.50 toneladas, seguido por los productos

expuestos en la Figura 2.

Figura 2. Exportaciones de productos orgadnicos, en toneladas, otras frutas y sus
procesados, enero a diciembre de 2024

Frocesacdos de cacan; 180,5

Cafe: 4223 Kale; 293,
i = —, i
\ -~ OtrDS N 5;6,8

.

Espinaca; 4664 ﬁ_:“m
Frocesados de vegetales; 1.061,2

Panela; 1.311,2

Cacan; 1.33&9

Procesados de palma;
2.594,6

Nota: Tlustracion obtenida de Direccion de Organicos Agrocalidad - Agencia de Regulacion
y Control Fito y Zoosanitario (2025)
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2.1.3. Influencia del cambio climatico

El cambio climatico no solo representa una amenaza ambiental general para el planeta,
sino que también afecta directamente la productividad del suelo, la calidad de los alimentos, la
distribucion geografica de cultivos y por consecuencia la seguridad alimentaria a nivel mundial

(Goud et al., 2022).

El aumento de temperatura afecta directamente al crecimiento y desarrollo de plantas y
dependiendo del cultivo las temperaturas altas pueden disminuir el rendimiento agricola en
cultivos sensibles como el arroz, trigo o maiz, ademas nos enfrentamos a una variabilidad
climatica con sequias frecuentes o lluvias excesivas, provocando una inestabilidad en el
crecimiento de cultivos y disminuyendo la disponibilidad de agua para riego agricola; de esta
forma, se crean condiciones propicias para la proliferacion de plagas y enfermedades en cultivos
por la humedad y calidez en el ambiente, lo que se ve reflejado en un aumento del uso de
pesticidas para intentar disminuir las incidencias en la produccion (Castellanos, E et al., 2023;
Tonnang et al., 2022). Al contrario, la fotosintesis puede ser estimulada por el aumento de CO;
atmosférico y por consiguiente aumentar el rendimiento de ciertos cultivos, sin embargo, esto

se ve limitado por la cantidad de nutrientes y agua en el suelo (Ainsworth & Long, 2021).

2.2. Enfermedades en cultivos

Los cultivos son susceptibles a enfermedades causadas por microorganismos como
hongos, bacterias o virus, los insectos suelen actuar como vectores para la difusion de estas,

aunque ciertos grupos se consideran plagas que causan devastaciones a los cultivos (Tabla 3).
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Tabla 3. Principales enfermedades en cultivos agricolas a nivel mundial

Pérdidas
Organismo  Patogeno Cultivo Enfermeda anuales Referencias
& g afectado des estimadas
®
Puccinia Trigoy Roya del 5 mil (McCallum
H Spp. cebada tallo millones et al., 2024)
ongos Fusarium Banano, Fusarium 10 mil (Adhikary et
oOXysporum tomate trigo R4T millones al., 2024)
%‘i;lz’bzzt:;si Tomate Céncer 80~150 (Osdaghi et
) & bacteriano millones al., 2025)
Bacterias s
Pectobacteri  Papa, Pudricion 1 billonen  (Charkowski
um spp. zanahoria blanca papa et al., 2020)
. Virisdel  500~1,000 Mna&
Tobamovirus Tomate . . Salem,
mosaico millones
) 2020)
Virus 2,000 ~
Closteroviru . Virus de la ’ (Tatineni &
Citricos . 3,000 .
s tristeza . Hein, 2023)
millones
Cereales Placa
Schistocerca  (arroz, & 8.5 mil
regaria maiz, trigo polifaga millones
gres - 8% devastadora
etc)
Spodoptera Maiz, arroz, Perforacioén 13 mil (CABI,
Insectos frugiperda sorgo, etc  de cogollos  millones 2024)
Hortalizas .
.. Vector virus .
Bemisia (tomate, . 1.5 mil
. .. del rizado )
tabaci pimiento, . millones
. amarillo
berenjena)
Meloidogyne Tomate, Agallas en 157 mil (Feyisa
Gusanos spp. papa, frijol, raices millones 2021)

etc

Syngenta es una empresa multinacional que opera en mas de 90 paises, con enfoque en

el desarrollo de tecnologia y practicas agricolas sustentables, pioneros en la proteccion de
cultivos, semillas transgénicas, biocontroles, bioestimulantes y biofertilizantes (Syngenta,
2024). Ademas, se han estado desarrollando y realizando pruebas de campo en territorio

nacional para el uso de hongos y bacterias como biocontrol para enfermedades como la Sigatoka
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negra en banano (El Productor, 2024). En Ecuador, las principales enfermedades asociadas a

los cultivos de importancia econémica se exponen en la Tabla 4.

Tabla 4. Principales enfermedades en cultivos agricolas de importancia en Ecuador

Pérdidas
Cultivo Patogeno Enfermedades ar.luales Referencias
afectado estimadas
(%)
(Agencia de
. Regulaciéon y
Fusarium Fusariosis, 15% Control Fito y
oxysporum R2 o
Zoosanitario,
Banano 2025)
Ralstonia Marchitez 0 o, (An & Zhang,
solanacearum bacteriana 20% ~ 100% 2024)
}g{;:;i haerella Sigatoka negra  50% S/egegz\ge):lez ct
Mom{zop hthora Moniliasis 90%
roreri
Phytophthora Pudricion del o (Anzules-Toala
Cacao palmivora cogollo 30% et al., 2022)
Moniliophthora Escoba de
. . 1.2%
perniciosa bruja
Pyricularia Quemazén
oryzae 25%
Sarocladium Pudricién de la (Iglesias et al.,
Arroz oryzae vaina 2018)
Gaeumannomyces Pudricion 10%
graminis negra °

2.2.1. Parasitos

Los parasitos se definen como organismos que se benefician de un hospedero; como

relacion ecoldgica, se trata de una forma de simbiosis donde el parasito vive dentro o sobre el

huésped causando perjuicio sobre este (CDC, 2024).

Estos organismos se clasifican segn el sitio en el que parasitan, se denominan

endoparasitos cuando viven dentro del cuerpo del huésped y ectoparésitos cuando es en la

superficie externa, a su vez se pueden separar segun su ciclo de vida, los parasitos obligados no
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pueden completar su ciclo de vida sin un huésped y los facultativos tienen la capacidad de ser

independientes o de parasitar (Musselman & Rodenburg, 2023).

2.2.2. Fitoparasitos

En plantas, los parasitos obtienen nutrientes y agua del tejido vegetal, muchas veces
causando el deterioro y muerte de la misma; estos organismos pueden ser plantas, hongos o
nematodos fitoparasitos y se clasifican segln el sitio donde parasitan, siendo raices o tallos y a
su vez si son holoparasitos o hemiparasitos dependiendo de su capacidad fotosintética (Smith

et al., 2024).

En el Ecuador, el banano es afectado principalmente por hongos fitoparasitos como
Fusarium oxysporum provocando marchitez, necrosis vascular o la muerte de la planta, o la
Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) y por fitonematodos como Radophulus similis,

Meloidogyne spp. y Pratylenchus spp. (Aguirre et al., 2016; An & Zhang, 2024).

2.2.3. Nematodos

Los nematodos son gusanos redondos pertenecientes al cuarto filo més grande del reino
animal y estos pueden ser de vida libre o parasitos dependiendo de su especie (Numbers of

Living Species in Australia and the World - DCCEEW, 2021).

Los de vida libre no causan dafio directo a las plantas y forman parte de la microbiota
nativa del suelo cumpliendo funciones ecologicas benéficas, algunos ejemplos son
Caenorhabditis elegans o del género Rhabditis (Sprunger & Martin, 2023). Por otro lado, los
nematodos plaga se alimentan de los tallos, raices, hojas o flores de plantas, causando dafios
directos y transmitiendo patdogenos secundarios, tales como Meloidogyne spp., Radopholus
similis 'y Pratylenchus spp. provocando agallas en raices, necrosis, pudricion radicular y

lesiones necroéticas en raices respectivamente (Guzman-Piedrahita et al., 2020).
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Los nematodos cuentan con enemigos naturales como bacterias, hongos, acaros,
colémbolos, tardigrados e incluso otros grupos de nematodos predadores que pueden utilizarse

para su manejo y control (Vera-Morales et al., 2022).

Meloidogyne spp.

Los endoparasitos formadores de agallas Meloidogyne spp. forman un género
cosmopolita de fitonematodos bidtrofos encontrados en casi todas las regiones agricultoras
alrededor del mundo, son uno de los patdogenos mas destructivos de cultivos hortofruticolas,
principalmente infectando plantas vasculares, estos se caracterizan por formar agallas en el
sistema radicular, causando deterioro y eventualmente el marchitamiento de la planta (Ali et al.,

2020).

Radopholus similis

Uno de los principales nematodos fitoparasitos migratorios encontrados en el Ecuador
y climas tropicales en general, conocido como nematodo barrenador, es causante de necrosis,
perdida de raices funcionales y deficiencia en la absorcion de agua y nutrientes en cultivos
como banano, platano y café; adicionalmente su presencia aumenta la susceptibilidad de
infecciones secundarias por bacterias u hongos como Fusarium, lo que afecta al rendimiento y

las exportaciones de productos afectados (Pires et al., 2022).

Pratylenchus spp.

Esté género de nematodos migratorios es de los mas comunes y dafiinos dada su amplia
variedad de hospederos como cereales, vegetales, frutas y tubérculos (Bucki et al., 2020).
Pratylenchus penetra las raices funcionales ocasionando perdidas y necrosis en la corteza,

generando enanismo, marchitez y clorosis foliar en los cultivos afectados; al igual que
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Radopholus da paso a pudriciones por hongos o bacterias, generando perdidas agricolas

estimadas en 1.5 mil millones anuales a nivel global (Orlando et al., 2020).

2.3. Revolucion verde

Tras los estragos causados por las guerras y enfrentamientos bélicos suscitados a inicios
y mediados del siglo XX, se volvié de suma importancia el desarrollar nuevas herramientas y
tecnologias que permitieran un incremento en la produccion y calidad de alimentos que
abastecieran la creciente poblacion y reducir la hambruna mundial; a raiz de esta problematica,
entre la década de 1940 a 1970, surgieron nuevas técnicas de cultivo reemplazando a las
tradicionales, que incluian el uso de variedades de cultivos mas resistentes y con alto
rendimiento y un mejor aprovechamiento de los suelos, ademas de la mecanizacion agricola
que permitié una cosecha y un trabajo de tierras mas rdpido y eficiente a los agricultores

(Sobalvarro et al., 2018).

El uso de fertilizantes y pesticidas quimicos fue esencial e intenso durante esta época
para lograr un mejor rendimiento de cultivos y protegerlos de enfermedades fitosanitarias, por
lo que trajo consigo un grave impacto ambiental contaminando el agua y suelo, ademas de
generar una gran pérdida de biodiversidad y dependencia a insumos quimicos agricolas; se
argumenta que se priorizo el beneficio a corto plazo sin considerar el impacto a largo plazo en

el medio ambiente y salud humana (Molina-Zapata, 2021).

2.3.1. Agroquimicos

Segtin Schmidt et al. (2022), los agroquimicos se definen como sustancias quimicas
variadas que ayudan a mejorar el rendimiento de cultivos, brindan proteccion a plantas y
manejar plagas que los afectan, dentro de los cuales encontramos fertilizantes, herbicidas,

insecticidas, fungicidas, pesticidas, entre otros; es por ello que estos juegan un papel
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fundamental en la agricultura moderna, aunque su potencial positivo se ve afectado por la

contaminacion ambiental y humana producida por el uso indiscriminado que se les ha dado.

Tabla 5. Principales grupos quimicos encontrados en agroquimicos

Funcion Grupos quimicos
. Glisofato, triazinas, ureas sustituidas, acidos ariloxiacéticos, inhibidores de
Herbicidas ALS

Insecticidas  Organofosforados, carbamatos, piretroides, neonicotinoides, avermectinas
Fungicidas  Triazoles, estrobilurinas, ditiocarbamatos, fttalimidas, benzimidazoles
Nematicidas Organofosforados, carbamatos,

Raticidas Anticoagulantes, fosfuros metélicos, alcaloides

Nota. Informacion adaptada de (FAO & WHO, 2022)

Clasificacion de agroquimicos

Los agroquimicos pueden clasificarse segun su funcién, modo de accion, origen,
toxicidad, persistencia en el ambiente y forma de presentacion Ministerio de Agricultura y
Ganaderia (2020). En el Ecuador se empezaron a aplicar medidas rigurosas y controles contra
estas sustancias desde el 2017, segun la Direcciéon de Organicos Agrocalidad (2025),

actualmente se encuentran prohibidos 54 productos de plaguicidas en el pais.



Tabla 6. Agroquimicos prohibidos en Ecuador
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g Toxicidad
Funcion Compuesto Efecto (OMS)
Potencial toxico
.. . hepatico y Poco peligroso
Fungicida Benomil reproductivo, posible  (III)
mutageno y teratogeno
Toéxico para la
.. . ., Moderadamente
Fungicida Carbendazim reproduccion, :
. , peligrosa (II)
bioacumulacion
Nematicida/Insecticida Aldicarb Neurotoxico n Ext'remadamente
humanos y animales peligrosa (Ia)
Disruptor endocrino, Altamente
Fungicida/COP Hexaclorobencenno bioacumulacion, .
S peligrosa (Ib)
probable cancerigéno
Insecticida Dieldrin Neu‘rotox1c0, Altgmente
persistente peligrosa (Ib)
Convulsiones, coma y
. , muerte en alta Extremadamente
Insecticida Endrin C .
exposicion, toxico peligrosa (Ia)
para aves y peces
.. : Danro .neurologlco y Moderadamente
Insecticida Lindano hepatico, eligrosa (1)
bioacumulativo pelig
Potencial cancerigeno,
Insecticida Clordano trastornos hormonales Moderada a alta

y hepaticos

(I/Ib)

Nota. Informacion adaptada de (Agrocalidad, 2025; Chemical Safety and Health Unit et al.,
2019; Chemical Safety and Health Unit & WHO, 2020; Ministerio de Agricultura y
Ganaderia, 2020)

2.3.2. Efectos de los agroquimicos en la salud humana y el ecosistema

De acuerdo a Davila et al. (2022). la exposicion a estas sustancias aumenta la posibilidad
de desarrollar canceres y trastornos neurologicos, ademas de ser disruptores endocrinos y de
neurogénesis. En la investigacion de Castillo (2020), se evidencia la reduccion en la diversidad
de cultivos, ganaderia y ecosistemas agricolas a raiz de la salinizacidn, poca disponibilidad de

agua y degradacion de los suelos. Por otro lado, en la fauna es preocupante la perdida extensiva
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de diversidad; es por ello, la importancia del Convenio de Estocolmo sobre los Contaminantes

Organicos Persistentes que entrd en vigor en 2004.

2.4. Revolucion biotecnologica

Como una solucioén a los efectos adversos causados tras la revolucion verde, surge la
revolucion biotecnologica en la cual se busca alcanzar una agricultura sostenible a largo plazo,
mitigando las consecuencias creadas a nivel agricola (Alborno Jover, 2020). Como

herramientas

Segiin DeBach (1973), durante el siglo XX se dieron los primeros inicios de
herramientas biotecnoldgicas como el uso de Bacillus thuringiensis para el control de larvas de
mariposas, la liberacion de avispas parasitoides del género Thrichogramma contra polillas en

cultivos y el desarrollo de los primeros bioinsecticidas a base del hongo Beauveria baussiana.

2.4.1. Herramientas desarrolladas

El principal objetivo de estas estrategias es de disminuir los efectos nocivos en el medio
ambiente ocasionado por el uso indiscriminado de agrotdxicos, la pérdida econdémica
ocasionada por enfermedades o plagas, la incidencia de casos clinicos por exposicion a
quimicos téxicos y mejorar la salud en trabajadores y consumidores, asi como también

optimizar estrategias de control para una efectividad mayor (Fernando et al., 2020).

Ingeniera genética

Esta rama de la biotecnologia aparecid en la década de 1970, basada en el aislamiento
y clonacion de genes, modificacion y edicion genética; durante esta época se desarrollaron
herramientas que, en el presente, son de vital importancia para el desarrollo e investigacion de
productos y farmacos dirigidos hacia la mejora humana y ambiental permitiendo un diagnéstico

mas veraz y rapido de enfermedades, destacandose la creacion de cultivos transgénicos
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resistentes a plagas, enfermedades o condiciones adversas, produccion de insulina humana y

las terapias génicas (Burraco, 2019; Molina, 2020; Morales, 2024).

CRISPR-Cas9 es una herramienta de edicion genética la cual permite de forma precisa
y eficiente el material genético de los microorganismos, de esta forma ha permitido obtener

productos o servicios a partir de organismos modificados (Zurita, 2021).

e Produccion de enzimas y hormonas vegetales

La introduccién de genes codificantes de enzimas de interés permite obtener de manera
eficiente enzimas especificas de organismos mejorados genéticamente mediante técnicas de
ADN recombinante, es ampliamente aplicable y utilizado en la industria textil, alimentaria,
farmacéutica, agricola, papelera y energética; de tal manera, se logra reducir el uso de métodos
tradicionales contaminantes o que involucran animales, una mayor pureza del producto final y
por consiguiente una producciéon a mayor escala a menor costo (Kumar et al., 2022;

Papamichael & Stergiou, 2020)

Las hormonas vegetales juegan un papel fundamental en la produccion agricola de
cultivos alrededor del mundo, entre ellas las més importantes por sus propiedades son las
auxinas, giberelinas, citocininas, acido abscisico y etileno, a estas se les modifican genes que
estan involucrados la sintesis, transporte, sefializacion o degradacion de fitohormonas, algunos
cultivos modificados han sido el tomate variedad Flavr Savr a través de la supresion del gen
ACO responsable de sintetizar el etileno que retrasa la maduraciéon y mejora la vida post
cosecha del producto o el maiz y arroz resistentes a la sequia por su aumento a la tolerancia al
estrés hidrico por la sobreexpresion de genes reguladores ABA (Ahammed et al., 2023; Aydin

et al., 2025; Chakraborty et al., 2025; Mas-ud et al., 2025)

Produccion de biocombustibles y bioplasticos
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Se han desarrollado cepas modificadas de Saccharomyces cerevisiae con la capacidad
de tolerar a un nivel més alto el etanol y a su vez de fermentar pentosas, logrando una mayor
eficiencia en el proceso biologico de estos organismos (Andrade et al., 2022). También se han
realizado investigaciones utilizando microalgas mutadas como Phaeodactylum tricornutum
para mejorar y aumentar la produccion natural de lipidos para su uso en biocombustibles o

suplementos alimenticios (Zhang et al., 2023).

El desarrollo de polimeros biodegradables para hacer frente a la contaminacién mundial
de plasticos ha tenido un gran impacto en la produccion de biomateriales y crecimiento
exponencial en las ultimas décadas, a partir de organismos modificados para una mayor
produccion como Azotobacter vinelandii utilizando como sustrato la cafia de azlcar se ha
sintetizado bioplasticos como el PHB, comunmente usado en empaques u aplicaciones médicas;
asi como también la produccion de PLA a partir del acido lactico fermentado por bacterias
modificadas como Saccharomyces cerevisiae y cepas de Lactobacillus o Bacillus (Huang et al.,

2021).

e Bioestimulantes y bioplaguicidas

Los bioestimulantes se definen como microorganismos o sustancias que mejoran el
crecimiento vegetal, absorcion de nutrientes, eficiencia fotosintética y la tolerancia al estrés
bidtico o abidtico (Rouphael & Colla, 2020). La ingenieria genética permite el aumento en la
sintesis de fitohormonas, mejor fijacion del nitrogeno, adaptacion a condiciones extremas y la
produccion de metabolitos para la defensa de las plantas, también las plantas han sido
modificadas para responder mejor y producir bioestimulantes naturales in situ o exudados

radiculares bioactivos (Chaudhary et al., 2020; Khan et al., 2023; Taheri et al., 2025)

Por su parte, los bioplaguicidas o biopesticidas se basan en agentes bioldgicos que

controlan malezas, enfermedades o plagas sin irrumpir en el ambiente o la salud humana
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mediante mecanismos naturales, Estos pueden ser de tipo microbianos, botanicos,
semioquimicos y bioquimicos (Hezakiel et al., 2024). Gracias a la modificacion genética surgen
los organismos modificados genéticamente (OMG) y con ello se han desarrollado plantas
transgénicas con genes de virus o bacterias, con la capacidad de producir sus propios
plaguicidas, como por ejemplo la insercion del gen cry34 de Bacillus thuringesis en la papa Bt

para controlar el escarabajo de la papa (Narandzi€ et al., 2025; Singh et al., 2024).

e Biocontroles

El biocontrol dentro de la agricultura sostenible se refiere a el aprovechamiento de
organismos antagonistas naturales o productos derivados de ellos para el control de
enfermedades y plagas, con el fin de reducir progresivamente la dependencia de los
agroquimicos sintéticos toxicos con el medio ambiente y la salud humana, entre ellos se

encuentran virus, bacterias y hongos (Vinchira-Villarraga et al., 2019).

El uso de controles biologicos como reemplazo de los métodos tradicionales, ha ganado
auge en los ultimos afios debido a varios estudios realizados a nivel global sobre los peligros y
efectos negativos de los agroquimicos en el ambiente como en los seres vivos (Lahlali et al.,
2022); la eficacia del control bioldgico depende en gran medida de la adaptacion de los agentes

al ecosistema agricola.

Existen tres tipos de controles biologicos, siendo estos el clasico, el cual implica la
introduccion de un enemigo natural a una plaga especifica para que se establezca y controle la
plaga a largo plazo, el aumentativo que consiste en la liberacion de grandes cantidades de
antagonistas para suprimir rapidamente una plaga existente, y de conservacion, centrado en
crear un entorno favorable para los organismos controladores nativos y mejorar la eficacia del

biocontrol (Fernando et al., 2020).
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Bacterias

El uso de bacterias como control biologico funciona a través de los mecanismos
naturales como la competencia por espacio y nutrientes, produccion de antibidticos o enzimas
liticas, induccion de resistencia sistémica a la planta, parasitismo directo o toxicidad hacia
patogenos, las cuales a su vez pueden utilizarse como parte del manejo integrado de plagas
(MIP) (Carranza-Patifio et al., 2023; Ferreira et al., 2019). Bacterias del género Bacillus y
Pseudomonas son de los principales utilizados para el biocontrol por sus propiedades de
produccion de lipopéptidos, antibiosis e induccion de resistencia contra hongos como Fusarium,
Rhizoctonia o Botrytis y mediante sider6foros, antibiosis y produccion de enzimas degradativas
para el control de Phytium, Phytophthora o bacterias fitopatogenas respectivamente (Ajesh et

al. (2025); Wang et al. (2025); Wu et al. (2025)

Virus

A diferencia de las bacterias, el uso de los virus como biocontrol se enfoca méas hacia
las plagas de insectos, su tiempo de accioén es mas lento pero efectivo y altamente especifico al
replicarse dentro del huésped, y ser inocuos para humanos, animales o plantas; el mecanismo
de accion empieza tras la ingesta del cultivo tratado con el virus, este se libera y replica,
invadiendo las células del hospedero lo que conduce a la muerte y la liberacion del virus al
ambiente permitiendo la reinfeccién hacia nuevos insectos (Sharma & Gaur, 2021). El
Baculovirus es un virus de doble cadena altamente especifico y es el mas utilizado a nivel
comercial por su alta seguridad ambiental y su rango dentro de los lepiddpteros, de igual forma
se encuentra el Densovirus que infecta hemipteros y dipteros o Iflavirus produciendo
infecciones latentes o cronicas en algunos insectos aunque tiene poca aplicacion agricola directa

(Issa et al., 2021; Rohrmann, 2019; Soukhovolsky et al., 2023).
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Insectos

Loa insectos como control biologico se enfoca en el aprovechamiento de organismos
parasitoides, depredadores o competidores para la reduccion de forma natural y sostenible de
insectos plaga; como ejemplos comunes encontramos a Coccinella septempunctata, un
depredador de la plaga de pulgones encontrada en cultivos hortofrutiiicolas y Encarsia Formosa
es un endoparasito cuya plaga objetivo es la mosca blanca; su estrategia de aplicacion inicia
con la liberacion inoculativa para establecer la poblacidn, seguida por la liberacion inundativa
en campo para efecto inmediato y la conservacion para la proteccion de enemigos naturales
presentes en el ecosistema (Clemente-Orta & Alvarez, 2019; Pérez-Hedo et al., 2023; U.R.

Vianna et al., 2021)

Hongos

Los hongos se definen como organismos eucariotas heterotrofos, los cuales pueden ser
unicelulares o pluricelulares; estos toman un nombre diferente dependiendo de la fase en su
ciclo de vida, teleomorfos durante su fase perfecta o sexual y anamorfos durante la fase asexual
o imperfecta, los anamorfos se caracterizan por presentar estructuras reproductivas como
conidios mientras que las estructuras sexuales son ascosporas o basidiosporas (Zufniga-Castro

& Quiros-Cedefio, 2021)

Estos son utilizados como control de plagas, nematodos, enfermedades flungicas,
induccion de resistencia, mejora de salud del suelo y una alternativa sostenible a los pesticidas
quimicos, debido a sus mecanismos de accién como la produccion de enzimas o antibioticos,
competencia por nutrientes o micoparasitismo (Barragan et al., 2022; Krystal Zufiiga-Castro &

Gerald Quirds-Cedefio, 2021; Martinez, 2019).
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Los hongos entomopatégenos son organismos que causan enfermedades letales en
insectos o aracnidos, por otro lado, los enddfitos son organismos que establecen una relacion
simbidtica mutualista con la planta hospedera; bajo estos conceptos, estudiar hongos que posean
estas propiedades resulta esencial para su uso como control bioldgico inocuo para el ambiente

(Delgado et al., 2021; Mata & Torres, 2022).

Dentro de las especies mas estudiadas con este fin se encuentran Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae, hongos patdgenos que parasitan a diferentes ordenes de insectos tales
como al orden Hemiptera, Coleoptera o Lepiddptera, esta Gltima ademas posee un amplio
espectro de toxicidad que abarca a varios taxones (Pacheco Hernandez et al., 2019). Por otro
lado, Trichoderma spp., un hongo antagonista, es de los principales hongos utilizados para la
comercializacion de productos derivados debido a sus propiedades fitosanitarias, junto con
Bacillus subtilis el cual forma el 53% de los bioproductos generados para el biocontrol en el

Ecuador (Fernando et al., 2020).

Hongos nematéfagos

Los hongos nemat6fagos son un grupo diverso de microorganismos con la capacidad de
capturar, parasitar o producir toxinas contra nematodos fitopatdgenos, estos modifican sus hifas
en estructuras especializadas de captura, tales como redes, anillos, botones y columnas
adhesivas que se adhieren a la cuticula de los nematodos; de esta forma se clasifican en hongos
predadores, parasitos, parasitos de huevos de nematodos, productores de toxinas y de

dispositivos especiales. (Rahman et al., 2023)
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Figura 3. Mecanismos de captura de hongos nematofagos
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Nota. Tlustracion obtenida de Vera-Morales et al. (2023)

Arthobotrys es un género de hongos entomopatogenos y endofitos que se caracteriza
por colonizar internamente al nematodo mediante esporas, logrando que sus hifas crezcan desde
dentro del mismo; por otro lado, el género Pleurotus destaca por su produccion de toxinas que
inmovilizan a los nematodos y Trichoderma, el cual es el principal exponente de estudio para

este mecanismo directo de accion nematicida (Fernandez-Jiménez et al., 2019).
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Tabla 7. Controles biologicos mas utilizados y sus mecanismos de control

Mecanismo de

Biocontrol  Organismo Patogeno Referencias
control
Bacillus L Produccion de (Ehling-
thuringiensis Lepiddpteros toxinas Schulz et al.,
2019)
Pythium,
Bacterias Pseudomona Phytophthora, PI’O'dl.JCC‘i(’)n de (S. etal.,
fluorescens Ralstonia, antibioticos, ISR 2023)
Fusarium
Bacillus zljlot;?zats;ia Produccién de (Ajesh et al.,
subtilis Yanthomonas lipopeptidos, ISR 2025)
Gusano
Virus Baculovirus cogollero, Infeccion oral, (Bandi et al.,
Helicoverpa muerte por lisis 2019)
armigera
Trichogramma Sp OinP tera, Parasitismo de (U.R. Vianna
Helicoverpa,
Insectos Spp. Chilo huevos etal., 2021)
Encarsia Mosca blanca Parasitismo de (Koller et al.,
formosa ninfas 2023)
Metarhizium Chizas, termitas, Infecci(’)'n’ cuticular,  (McGuire &
anisopliae escarabajos produccmn de‘ Northfield,
enzimas y toxinas 2020)
Rhizoctonia, Micoparasitismo,
Trichoderma Fusarium, antibiosis, (Sood et al.,
Hongos spp. Pythium, competencia por 2020)
Sclerotinia nutrientes
. Bemisia, Thrips, Pegetracmn
Beauveria Spodopierd cutlgulgr, ' (Dannon et
bassiana poaopterd, crecimiento interno,  al., 2020)
escarabajos

toxinas

2.5. Técnicas de identificacion y aislamiento de hongos

Estas técnicas permiten la identificacion de hongos por medio de su patogenicidad,

genética y funcional (Oliveira & Azevedo, 2022).

beneficio o produccion de compuestos ttiles, contribuyendo a su caracterizaciéon morfologica,
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Figura 4. Principales métodos de identificacion de hongos
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Nota. Tlustracion obtenida de Wei et al. (2022)

2.5.1. Aislamiento

Aislamiento directo

Las muestras vegetales pasan por un proceso de lavado y esterilizacion superficial,
usando agua estéril para eliminar residuos en la superficie de los tejidos y soluciones como
cloro 1% para eliminar microorganismos no deseados, es importante recordar que la solucion
variard conforme el tejido al que se vaya a aplicar; posterior a ello, se colocan trozos del tejido
en un medio de cultivo nutritivo con caracteristicas similares al sitio del cual fue extraida la
muestra y se espera a que haya alglin crecimiento micelial; a partir de ello, se empieza el proceso

de purificacion de la cepa, donde se toma una muestra del hongo y se realiza un subcultivo, el
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cual se deja esporular, estos se realizan cuantas veces sean necesarias hasta aislar de forma pura

el hongo de interés. (Aragon & Beltran-Acosta, 2018; Sakshi Gurunath Pednekar et al., 2025)

Diluciones seriadas

Se toma una muestra de 1g del suelo o material organico y se suspende en una solucion
con agua peptona, solucion salina o de sacarosa dependiendo de la muestra, se homogeniza la
solucion y se toma 1ml de la solucion madre para realizar diluciones seriadas hasta alcanzar la
concentracion deseada, se toman 100 pl de las diluciones deseadas y se inoculan placas con
medio de cultivo por extension usando un asa de Drigalsky ; las placas se revisan a partir de las
24 horas para identificar crecimiento micelial de interés y se aislan individualmente en nuevas

placas (Santander-Cortés & Castro-Rosas, 2024)

Camara humeda

Esta técnica toma fragmentos vegetales de materia organica, del propio hongo de interés
o incluso insectos colonizados por hongos, los cuales se colocan en cajas Petri con gotas de
agua o trozos de algodén humedos e incuban en este ambiente humedo para favorecer la
esporulacion, cuando estos crecen y esporulan lo suficiente, se toma un conidio de cada uno y
se siembran en nuevas cajas para empezar el aislamiento individual de los organismos.

(Alcantara-Vargas et al., 2020).

2.5.2. Identificacion

Micro y macro morfologica

El uso de claves dicotomicas resulta en una herramienta util y eficiente para la
identificacion, ya que de forma sistematica logra reducir opciones en base a caracteristicas
fisicas o propiedades observables (Rua-Giraldo, 2023). En la caracterizacion morfologica se

analiza el crecimiento, la forma, color, textura, margenes y la elevacion del microrganismo,
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esta a su vez se puede complementar con la observacion microscopica en donde se tifien las
estructuras de los hongos para una mejor visualizacion bajo el microscopio (Sakshi Gurunath

Pednekar et al., 2025).

También se pueden realizar pruebas complementarias fisiol6gicas como la tolerancia a
sales, temperaturas o pH, asi como pruebas bioquimicas de degradacion de celulosa, lignina,
entre otros (Escobar-Alonso et al., 2019; Hernandez et al., 2024; Lara Icaza, 2019; Ospina et

al., 2020)

Molecular

Entre ellos se encuentran técnicas como la PCR convencional que permite la deteccion
especifica de grupos o especies usando las regiones ITS y los genes B-tubulina y TEFI-a
(Salazar-Villa et al., 2025). La PCR-RFLP y g-PCR utilizan las regiones ITS también, con la
diferencia que realiza el andlisis de patrones de fragmentos y cuantifica el ADN fungico en
tejidos o suelo respectivamente (Oliveira & Azevedo, 2022). La secuenciacion Sanger por otro
lado, compara sus resultados en bases de datos como GenBank o UNITE mediante la region

ITS (Wei et al., 2022).
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Capitulo 3

Materiales y Métodos

El presente estudio fue parte integrante del proyecto de investigacion CIBE-12-2023
titulado “Caracterizacion de la biodiversidad biologica de microorganismos asociados a plantas
vasculares y no vasculares antarticas con fines de bioprospeccion”. La metodologia mencionada
a continuacion se llevd a cabo en el Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador
(CIBE) de la Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL) en el area de Fitopatologia. La

metodologia empleada en la investigacion se ilustra en la Figura 5.

3.1. Obtencion de la muestra

3.1.1 Ubicacion

Las muestras de suelo utilizadas para el aislamiento de nematodos fueron recolectadas
en una plantacion de banano (Musa spp. L.) ubicada en la Granja Experimental Agricola (GEA)
de la Escuela Superior Politécnica de Litoral (ESPOL), en el campus Gustavo Galindo en el
Km 30.5 Via Perimetral, Guayaquil-Ecuador (Figura 6) (Anexo 1). Esta zona se caracteriza
por presentar un ecosistema de bosque seco tropical y suelo de tipo arcilloso, condiciones

propicias para el desarrollo de cultivos musaceos y la proliferacion de fitonematodos.

La parcela seleccionada tiene antecedentes de infestacion por nematodos formadores de
agallas (Meloidogyne spp.), evidenciados por sintomas observables como engrosamientos
radiculares y reduccion en el vigor de las plantas. El sitio se encuentra georreferenciado con

coordenadas aproximadas DMS 2°08"23.5"S 79°57'43.3"W.
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Figura 5. Esquema metodoldgico
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Nota. Tlustracion creada con BioRender.com, por el autor (2025).
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Figura 6. Mapa de ubicacion geogrdfica de sitio de muestreo

Nota. Tlustracion creada con ArcGis, por el autor (2025).

3.1.2 Técnica de muestreo

Siguiendo el protocolo de Moreno Rodriguez et al. (2020), las muestras se recolectaron
con guantes estériles y una pala desinfectada con alcohol 70%. Luego fueron llevadas al

laboratorio en bolsas plasticas estériles, empleando una hielera.
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Figura 7. Técnica de muestreo de suelo
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Nota. Tlustracion creada con BioRender.com, por el autor (2025).

3.2. Procesamiento de la muestra.

Previo al procesamiento de las muestras se preparé medio agar-agar suplementado con
antibidtico de amplio espectro (cloranfenicol 10mg/L) (Figura 8), para evitar el crecimiento de
bacterias., y medio de cultivo agar harina de maiz (CMA) (Figura 9). El medio de cultivo
natural fue elaborado con harina de maiz. Se peso 30 g/L de harina de maiz y se afiadio 15g/L
de BD Difco™ Bacto™. Luego se calentd hasta hervir, se filtrd y se autoclavo a 121°C y 1

atmosfera de presion.

Se inoculo6 el suelo siguiendo la metodologia de Rodriguez Rios (2019).
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Figura 8. Preparacion de agar-agar suplementado con antibidtico
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Nota. Tlustracion creada con BioRender.com, por el autor (2025).



Figura 9. Preparacion de medio agar harina de maiz (CMA)
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De acuerdo a Wang et al. (2019), en cada una de las placas de Petri se inocularon 200

mg de suelo de banano dentro de la cdmara de flujo laminar. Luego se sellaron las placas y se

incubaron a 28°C por siete dias. Después de los siete dias, se revisaron las placas de Petri bajo

un estereomicroscopio Motic SMZ-171-TLED y se verificaron que los nematodos estén

colonizados con hongos asexuales. Con la ayuda de agujas de siembra se tom6 un conidio de

cada hongo y se sembraron en medio de cultivo natural (CMA) previamente elaborado. Los

hongos aislados se revisaron diariamente hasta los 15 dias después de su siembra. Luego de

detectar crecimiento micelial, fueron pasados a nuevos medios de cultivo de agar harina de

maiz.
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Figura 10. Aislamiento de hongos asexuales de interés
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Nota. Tlustracion creada con BioRender.com, por el autor (2025).

3.3. Conservacion de muestras

Luego de crecer en el medio, se conservaron los hongos segin la metodologia de
Escalante et al. (2023) y se emplearon tubos Eppendorf de 1.5mL con 1 mL de agua estéril. Se
cortd el hongo con el agar en cuadrados de aproximadamente 5 mm cada uno, y se introdujeron
de 15 a 20 trozos en cada tubo. Los tubos fueron crioconservados a -20°C para futuras

investigaciones.
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Figura 11. Conservacion de cepas fungicas
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Nota. Tlustracion creada con BioRender.com, por el autor (2025).

3.4. Identificacion de hongos asexuales

3.4.1. Descripcion morfologica

Se analiz¢ la apariencia general macromorfoldgica del hongo tras su crecimiento aislado
en medio CMA, entre ellas caracteristicas como su forma, color, textura y tamafo. Para la
descripcion micromorfologica de los hongos, se realizé una preparacion de impresion con cinta
adhesiva y una preparacion en fresco de muestras en portaobjetos con tincion de azul de algodon
para observar la morfologia y estructura de los hongos de interés. Se contabilizaron y
fotografiaron 20 conidios y 10 ramas terminales de conididforos respectivamente en cada hongo,
las cuales serdn analizadas con el programa Fiji para las mediciones respectivas de las

estructuras.
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De acuerdo a Smith et al. (2022), estos resultados fueron comparados mediante revision
bibliografica en bases de datos de hongos, tales como Fungorumy MycoBank para realizar la

identificacion mediante claves dicotOmicas.

3.4.2. Caracterizacion molecular

Extraccion de ADN fangico

Para la extraccion de ADN de hongos, se sigui6 el protocolo de Cenis (1992), para el
cual se requirid un buffer de extraccion de hongos, que esta compuesto de Tris HCI 1M, NaCl
5M, EDTA 200mM, SDS 10% y agua libre de nucleasas o grado biologia molecular. A su vez,

las soluciones fueron preparadas individualmente de la siguiente manera:

Para la preparacion del Tris HCI 1M se disolvieron 12,1 g de Tris base en 80 ml de agua
libre de nucleasas y se ajusto el pH a 8.5 agregando HCI concentrado. Se ajusto el volumen de
la solucion a 100 ml y se filtrd con un filtro estéril de 0,22 pm. Para el NaCl 5M se pesaron
29,2 g de cloruro de sodio y se afiadieron 80 ml de agua ultrapura, se disolvi6 el NaCl con un
agitador magnético y se ajusto el volumen a 100ml para luego ser autoclavado por 20 min a 15
psi. Para el EDTA 200mM se disolvio 1,7 g de EDTA en 80 ml de agua destilada y luego se
aforo hasta 1000 mL. Para preparar el SDS 10% se agregaron 10 g de SDS en 80 ml de agua
desionizada, se calentd la solucion a 40 C — 50 C hasta que se disolvié completamente y se
ajustd el volumen final a 100 ml. Es importante recordar que esta solucion no debe ser
autoclavada. Por ultimo, para preparar el acetato de sodio 3M (pH 5.2) se afiadieron 24,61 g de
acetato de sodio en 80 ml de agua destilada e inmediatamente se ajustd el pH a 5.2. Se dejo
reposar la solucion por la noche y se verificé el pH 5.2 por la mafana. La solucion se ajusto a

100 ml, para poder ser filtrada y esterilizada.

Se tomaron alrededor de 10 mg de micelio de los hongos, y se colocaron en tubos de

1.5 ml con 350 pl de buffer de extraccion de ADN de hongos. Usando un micropistilo estéril



39

se homogenizaron las muestras y luego se afiadieron 150 ul de acetato de sodio 3M, pH 5.2 y
se mezclaron completamente usando un vortex. Se colocaron las muestras en el refrigerador -
20°C durante 15 minutos, y posteriormente se centrifugaron en una microcentrifuga durante 10
min a 14000 rpm. Tras culminar el ciclo, se extrajo el sobrenadante y se colocod en un nuevo
tubo de 1.5 ml. A estos se afiadieron 500 pl de isopropanol y se dejaron reposar durante 5 min
a temperatura ambiente, luego se centrifugaron durante 5 min a 14000 rpm. Se extrajo el
sobrenadante y se realiz6 un lavado al pellet con 50 pl de etanol al 70%, para el cual se realizé
una ultima centrifugacion durante 2 min a 14000 rpm. Finalmente, se extrajo y desecho el
sobrenadante, los tubos se secaron al vacioy el ADN se resuspendid con 50 pl de agua destilada

estéril.



Figura 12. Protocolo de extraccion de ADN fungico

Colocar 350 pul de buffer de extraccién en tubos

Tomar 10 mg de micelio de
Eppendorf

cada hongo

S

-

Homogenizar muestra con el

buffer Colocar 150 i de acetato de sodio 3M, pH 5.2

0
L& N

)
H — \ -
S0 X 10min N ‘) AN ]
215 min ‘..J 1‘14000 ‘ —
i g-20°C “rpm 1
\ =3 \VARAY
L (— v

Centrifugar en
microcentrifuga

Colocar muestras en

Extraer sobrenadante y pasar
refrigeracion

a nuevo tubo

:] l
& T5min \\ \'XAJ X |
8 ~. 14000 \
@& Yrpm L]

Centrifugar en

microcentrifuga Extraer sobrenadante

\
\

0]

Extraer sobrenadante

Secar tubos al vacio

Lavar el pellet con 50 pl de
etanol al 70%

e

Colocar micelio en tubos de
extraccion

Mezclar usando vortex

—
Z 5min

Anadir 500 pl de isopropanol y dejar reposar
al ambiente

E 2 min

=, 14000

< rpm
=1

Centrifugar en
microcentrifuga

i
!
|E

\/

Resuspender con 50 pl de
agua destilada estéril

Nota. Tlustracion creada con BioRender.com, por el autor (2025).
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Analisis, verificacion y secuenciacion de ADN fungico

Siguiendo el protocolo de Akwa et al. (2020), la calidad del ADN fungico, por su

concentracion y pureza, fueron confirmados mediante cuantificacion en espectofotometro

Nanodrop 2000 Thermoscientific™. El ADN fungico se amplific6 empleando el protocolo de

PCR, usando los cebadores de la Tabla 8 y el termociclador Aeris™ (ESCO).

Tabla 8. Primers utilizados

Primers Secuencia
ITS1 (5'TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3')
ITS4 (5'TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3

Nota. Por el autor (2025).

Se prepar6 un buffer de reaccion de 200 ul para 8 muestras, utilizando 100 pl de Thermo
Scientific™ DreamTaq™, 84 ul de Thermo Scientific™ agua libre de nucleasas y 25 ul de cada
cebador respectivamente; se colocaron 24 pl de buffer en cada tubo junto con 1 pl de ADN

fungico extraido previamente. Se siguid el programa en termociclador expuesto en la Tabla 9.

Tabla 9. Programa de PCR para amplificacion de ADN fungico empleado

Temperatura Tiempo Ciclos
94°C 4 min 1
94°C 30s
60°C 30s 35
72°C 1 min
72°C 10 min 1

Nota. Por el autor (2025).

Los productos de PCR se confirmaron mediante electroforesis en gel de agarosa (1.5 %),

utilizando Invitrogen™ Tinte de gel de ADN SYBR™ Safe para ayudar a la visualizacion de
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los fragmentos de ADN. Se cargaron 5 pl de cada muestra de hongos con 1 pl de TrackIt™
Cyan/Orange Loading Buffer junto con un blanco y TrackIt™ 1 Kb Plus DNA Ladder como

marcador molecular.

Posteriormente, las muestras fueron enviadas a Psomagen, Estados Unidos
(https://www.psomagen.com/), para ser secuenciadas utilizando la técnica Sanger en una

secuenciacion bidireccional de diferentes regiones del genoma (ITS).

Figura 13. Técnica para la cuantificacion, analisis y verificacion del ADN fungico
extraido
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Nota. Tlustracion creada con BioRender.com, por el autor (2025).

La identificacion y verificacion de especies de los aislamientos recolectados se
realizaron mediante bisqueda de similitud de secuencias en la base de datos de BLAST de
nucleodtidos del GenBank, adaptado de Chethana et al. (2018), el programa de megablast para
la identificacion de las cepas aisladas y un discontiguous megablast para la recopilacion de
secuencias similares que permitan una mejor visualizacion de los hallazgos, se utilizo el
parametro de algoritmo generales de un maximo de 50 secuencias mostradas; las secuencias

fueron seleccionadas segun su porcentaje de identidad.

La limpieza de secuencias se realizé en el programa Geneious 10.2.6, las cuales luego
fueron alineadas entre ellas para ser exportadas al programa MEGA12 y encontrar el mejor
modelo de sustitucion a utilizar para la construccion del arbol filogenético de acuerdo a Zou et
al. (2024). Se utilizo el método de construccion de arbol de vecino mas cercano (NJ), el modelo
de sustitucion fue de Tamura Nei (TN93+G+I) utilizando un bootstrap de 100 en el software

Geneious.

3.5. Ensayo de antagonismo

3.5.1 Extraccion de huevos maduros de nematodos

Segun Luc et al. (1993), se extrajeron raices de tomate infectadas con nematodos
formadores de agallas y se enjuagaron con agua para eliminar el exceso de tierra. Se colocaron
las raices en una caja Petri con agua bajo el estereomicroscopio. Se realiz6 la extraccion de
huevos maduros con ayuda de pinzas para sujetar las raices y una aguja para evitar dafiar los

huevos.
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Figura 14. Técnica para la extraccion de huevos maduros de nematodos

Extraer raices tomate con Lavar raices con agua Colocar las raices con agallas bajo el
agallas estéril estereoscopio

Extraer huevos maduros de nematodos

Nota. Tlustracion creada con BioRender.com, por el autor (2025).

3.5.2 Desinfeccion y siembra de huevos maduros de nematodos

Posteriormente, se realizo la desinfeccion de los huevos a través de lavados de dos
minutos cada uno con cloro al 1% y agua estéril usando un tamiz de 25 um. Seguido a esto, se
colocaron 25 huevos maduros en placas con agar-agar y antibiotico. Finalmente, las placas se
colocaron en una incubadora Precision Scientific Illuminated Low Temperature 818 a 28 C

durante 5 dias y fueron revisadas diariamente hasta que los huevos eclosionaron.
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Nota. Tlustracion creada con BioRender.com, por el autor (2025).

3.5.3 Extraccion de nematodos juveniles en estadio 2

Continuando la metodologia de Luc et al. (1993), se dispensaron 25 pum de agua estéril

en tubos de 200 um. Se utilizo una pluma de pato previamente cortada trasversalmente en la

punta para la recolecta de los nematodos, esta fue desinfectada entre cada extraccion con cloro

1% y agua estéril durante 10s respectivamente. Se colocaron las placas previamente incubadas

con juveniles estadio 2 de nematodos bajo el estereomicroscopio y se extrajeron los nematodos,

los cuales fueron colocados en los tubos con 25 pm de agua estéril.
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Figura 16. Técnica de extraccion para juveniles estadio 2 de nematodos
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Nota. Tlustracion creada con BioRender.com, por el autor (2025).

3.5.4 Ensamble de ensayo antagonista

Se siguid la metodologia de Vera-Morales et al. (2024), en la que se prepard una placa
de agar-agar con antibiotico y se la separd en cuadrantes, en donde el cuadrante I y III seran el
tratamiento del hongo nematofago y los cuadrantes I1 y IV de control con discos de 0,5 mm de
agar CMA. Se dejaron crecer dos dias los hongos en la incubadora a 28 C y se coloco 25 pul de
nematodos juveniles en estadio 2 en el centro de la placa. Se realizaron 4 réplicas por cada

hongo y se evalu¢ la tasa de mortalidad de los nematodos en las placas a los 4 dias de incubacion.



Figura 17. Metodologia para ensayo antagonista
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Nota. Tlustracion creada con BioRender.com, por el autor (2025).
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3.6. Disefo experimental

Usando como guia el modelo de Vera Moreno et al. (2018), se siguidé un Disefio
Completamente al Azar (DCA) para el estudio del efecto de un factores, las cepas aisladas de
hongos asexuales y sus tratamientos aplicados, sobre la variable de respuesta, la capacidad de

captura de los hongos frente a nematodos; bajo la misma unidad experimental siendo cajas Petri.

Tabla 10. Variables del diserio experimental

Variable Tipo Réplicas
Cepas Independiente Cualitativa nominal 4
Tratamiento Independiente Cualitativa nominal 2
Captura Dependiente  Cuantitativa discreta 8

Nota. Por el autor (2025).

3.6.1 Modelo lineal

Segiin Mohr et al. (2022), el modelo lineal aditivo de un solo factor utilizando

comunmente para el analisis ANOVA se expresa de la siguiente manera:

Yij: ,Ll+ ai+€ij

Tabla 11. Variables del modelo lineal

Expresion Variable
Y;; Valor observado de la variable independiente
u Media general
a; Efecto del tratamiento i
€if Error aleatorio ~ N(0,02)

Nota. Por el autor (2025).

Se verifico la normalidad mediante una prueba de Smirnov y una grafica de Q-Q plot
para la visualizacion de datos y confirmacion del p-value. La homocedasticidad se evalu6

utilizando la prueba de Levene y visualizada mediante un grafico de Residuos vs Valores
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ajustado de dispersion. A partir de los valores obtenidos se establecid un andlisis de varianza
(ANOVA) en busca de diferencias significativas entre la efectividad de las cepas, del cual luego
se aplico una prueba post-hoc de Tukey para la comparacion entre el tratamiento y control de

cada cepa. El analisis se realiz6 con la IDE para lenguaje R, Rstudio V4.5.1.

3.6.2 Hipotesis

Se plantean hipdtesis para determinar si existen diferencias significativas entre el

tratamiento y control de cada cepa, y entre cada cepa de forma independiente.

Tabla 12. Hipotesis planteadas para el diserio experimental

Variables Hipotesis nula Hipotesis alternativa

(ha = Up = Hc = Hp) (ha # Up # Hc # Hp)
Hay diferencias significativas, al

No hay diferencias significativas en la )
a; menos un hongo difiere en su

capacidad de captura entre hongos, las i )
P P g capacidad de captura; las medias no

medias son iguales. )
son iguales.

Nota. Por el autor (2025).

3.7. indice de quimiotaxis

Ademas, se tomo en consideracion el indice de quimiotaxis (CI) para medir la capacidad
del nematodo para moverse en respuesta a un gradiente quimico producido por las cepas, siendo
para encontrar o evitar estas sustancias en el ambiente; siguiendo la formula de Margie et al.

(2013):

cl = (Nematodos en area de tratamiento — Nematodos en area de control)

Numero total de nematodos usados en el ensayo
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Capitulo 4

Resultados y Discusiones

4.1 Aislamiento de especies de hongos nematofagos

Se aislaron 25 cepas de hongos asexuales, de las cuales se escogieron 4 para esta

investigacion, los cuales se identificaron como HN20, HN21, HN24 y HN25.

Figura 18. Hongos nematdfagos aislados

HN20 HN21
HN24 HN25

Nota. Por el autor (2025)

4.1.1. Caracterizacion morfologica

Macroscopica

Los cuatro hongos compartian las mismas caracteristicas, siendo estas un crecimiento
rapido, color blanco, sin elevacion con bordes lisos, uniformes y de textura algodonosa (Figura

18).

Microscopica

Se utilizo un microscopio Zeiss Axioskop 2 Plus Ergonomic Trinocular - Dual View

Option para la identificacion microscopica de estructuras internas.



51

Mediciones estructuras internas fungicas

Se midieron 20 conidios y 10 ramas terminales de conidioforos de cada cepa (Figura
19) a los que se les aplicod una estadistica de resumen de medidas (Anexo 2, Anexo 3, Anexo

4, Anexo 5), los resultados se evidencian en la Tabla 13.

Tabla 13. Medias de las mediciones de estructuras internas de cepas

Cepa Estructura Alto (nm) Ancho (um)
HN20 ggg;g;g;oros 68i.1988 gg?
HN21 ggg;g;gi‘oros 466..1450 ?gg
HN24 ggg;g;gi‘oros 475 .3288 :i ;2

.1 2 .04
NS 0

Nota. Por el autor (2025)

Los conidios medidos se encontraban entre 4.72 — 13.43 X 2.96 — 7.27 um, por
otro lado, las ramas perpendiculares de los conidi6foros miden de 31.62 — 89.06 X 0.49 —

1.81 ym.
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Figura 19. Estructuras internas de hongos nematofagos aislados

a) HN20 b)

HN25

2 HN24 by 9

Nota. Aumento 40X. a) Conidios, b) Conidioéforos. Por el autor (2025)

Los conidios observados son hialinos de forma obovoides y redondeados en los apices
con una estructura elipsoidal general, con 2 septos transversales en cada extremo y una célula
intermediaria entre ellos, es decir son no son equidistantes. No presentan células conididgenas,
puesto a que el conidio crece directo del conididforo. Los septos dentro del conidio dependen
del estadio de maduracion, estos pueden variar desde 2 septos hasta 5. Los conidi6éforos por su
parte también son hialinos con un solo conidio terminal y presentando hasta 4 conidios por cada
conidi6foro, ademads se observan y realizaron las mediciones sobre las ramas perpendiculares

de cada conidioforo.

4.1.2. Caracterizacion molecular

Se evaluo la calidad del ADN y se verifico el tamafo de los fragmentos extraido
mediante electroforesis, permitiendo una estimacion en los pares de bases de cada hongo

rondando aproximadamente en 1000 pb.
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Figura 20. Amplicones de cepas en electroforesis de gel de agarosa 1.5%

a) b)

Size (bp)

M HN20 HN21 HN24 HN2S - 10,000

2,000

Nota. a) Por el autor (2025). b) Escala de marcador utilizado

Arbol filogenético

Se realizo un cladograma representativo de las relaciones evolutivas de los hongos

nematdfagos obtenidos (Figura 21).
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Figura 21. Arbol filogenético de hongos asexuales aislados
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Nota. Tlustracion creada con Geneious 10.2 Biomatters, por el autor (2025).

El arbol sugiere fuertemente que el género Arthrobotrys podria no ser monofilético, ya
que especies de Orbilia y otros géneros se encuentran intercaladas dentro de los clados de
Arthrobotrys; esto podria significar que el género Arthrobotrys necesita una revision
taxonomica o que algunos de sus caracteres definitorios son homoplésicos, ademas se debe
tener en cuenta que muchas de las secuencias encontradas en el banco de datos no son

verificadas.

Las cepas aisladas HN20, HN21, HN24, HN25 se agrupan con Arthrobotrys thaumasia,
lo que sugiere que son cepas de esta especie o estrechamente relacionadas y su posicion dentro

del clado de A. thaumasia con soportes bajos (59, 54) indica que puede haber mas variacion o
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complejidad en las relaciones intra-especificas de 4. thaumasia; existen discrepancias con el

nombre de 4. thaumasia puesto a que varia frecuentemente con Monacrosporium thaumasia.

Es importante recalcar que los clados con valores altos de bootstrap son considerados
robustos y fiables y aquellos con mas bajos deben ser interpretados con precaucion, ya que las

relaciones en esos nodos son menos consistentes entre sus replicaciones.

4. 2. Identificacion de especies fingicas aisladas

Tomando en cuenta el tipo, tamafio y forma de las estructuras internas de los hongos y
los resultados obtenidos tras la secuenciacion y su respectivo analisis, se clasificaron las cuatro
cepas como parte de la especie de Arthrobotrys thaumasia.

Tabla 14. Taxonomia de Arthrobotrys Figura 22. Estructuras caracteristicas de A.
thaumasia thaumasia

Dominio Eucariota
Reino Fungi
Filo Ascomycota

Clase Orbiliomycetes I f r

Orden Orbiliales I TT [—

Famlia Orbiliaceae

Género  Arthrobotrys

Especie  Arthrobotrys thaumasia

Nota. Tlustracion obtenida de MycoBank

Nota. Adaptada de (Schoch et al., 2020) (Arthrobotrys thaumasia)

Los mecanismos de captura registrados para las cepas utilizadas son de redes de hifas
adhesivas, evidenciadas en la Figura 23, caracteristico de hongos de la especie 4. thaumasia.

El hongo detecta la presencia de los nematodos por sustancias secretadas como los ascardsidos,
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y esto activa la depredacion del hongo induciendo la modificacion de hifas, los nematodos son
atrapados por estas estructuras y mediante hifas de penetracion que atraviesan la cuticula el
hongo absorbe nutrientes internos del nematodo tras la liberacion de enzimas como proteasas o

quinasas (Quevedo et al., 2022).

Figura 23. Mecanismo de captura de nematodos

HN20

Nota. Por el autor (2025)
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4.3. Evaluacion de ensayo antagonista in vitro.

4.3.1. Andlisis estadistico

Para el andlisis se tomaron 16 datos por cada cepa, siendo 8 de control y 8 del
tratamiento aplicado (Anexo 6). Se aplico una estadistica de medias a los valores, los cuales
fueron graficados mediante barras (Figura 24). Se ejecutd un andlisis de varianza con una
prueba de Tukey entre las cepas y el tratamiento con el control (Anexo 8) para obtener los

residuos con los que se realizaron el resto de las pruebas.

Figura 24. Grdfico de barras Captura de nematodos Vs. Cepas

Captura de nematodos por cepas ¥ tratamientos
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B conteal
M Tratamiento

Promedio de nematodos capturados

Nota. Tlustracion creada con RStudio 4.5.1, por el autor (2025).

No se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa entre las cepas en su
capacidad de captura contra nematodos (5.25,3.00,3.50, 5.38). Sin embargo, se observan

diferencias entre los tratamientos contra sus controles respectivos (2.75, 5.81).
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Para verificar que se trata de una prueba paramétrica, se realizaron las respectivas
pruebas para su comprobacion. Se utilizo una prueba de Kolmogoérov-Smirnov con correccion
de Lilliefors, estableciendo la hipotesis nula donde los residuos siguen una distribucion normal
(p — value > 0.05), y la alterna donde no la siguen (p — value < 0.05); segtn los p-value
obtenidos (Anexo 9) de (0.7492,0.4393,0.5877,0.7240) > 0.05, no se rechaza la hipdtesis
nula, indicando normalidad en los datos. Adicionalmente se observa en el Q-Q plot (Anexo 10)
como los datos se ajustan a la linea y se ve reflejada la distribucion normal los datos por su
valor de r = 0.987; también se aprecia una forma de campana simétrica y aproximadamente

normal de los datos en el histograma de residuos (Anexo 11).

Al confirmar la normalidad, se aplico una prueba de Levene para la verificacion de la
homocedasticidad, donde se planted la hipdtesis nula que la varianza de los grupos es igual
(p —value > 0.05) y la alternativa en la que al menos una varianza es diferente (p —

value < 0.05); segun los valores obtenidos (Anexo 12) de (0.4254 > 0.05).

No se rechaza la hipdtesis nula, y se observa esta homocedasticidad mediante un grafico
de Residuos vs. Valores ajustados de dispersion en el cual se observa que los puntos se
distribuyen de manera vertical en franjas a lo largo del rango de valores ajustados, este
comportamiento es caracteristico del ANOVA de una via debido a que cada nivel del factor
produce un valor ajustado unico y la ausencia de forma de embudo sustenta la hipotesis de una

varianza homogénea (Anexo 13).

Para el analisis independiente de las cepas con sus tratamientos y controles, se realizaron
pruebas post-hoc utilizando la prueba de Tukey (Tabla 15Anexo 14). Las comparaciones Post-
Hoc de Tukey revelaron que existen diferencias significativas entre el control y tratamiento de
las cepas HN20 (0.0025 < 0.05) y HN21 (0.0077 < 0.05), mientras que la HN24 (0.0878 >

0.05)y HN25 (0.4021 > 0.05) no son significativamente diferentes.



Tabla 15. Prueba de Tukey Tratamiento vs. Control por cepa

Tratamiento
HN20 Control

Tratamiento
HN21 Control

Tratamiento
HN24 Control

Tratamiento
HN25 Control

Medias n Categorias
2.63 8 A
7.88 8 B
1.63 8 C
4.38 8 D
2.13 8 E
4.88 8 E
4.63 8 F
6.13 8 F

Nota. Por el autor (2025).
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Adicionalmente, se graficaron los datos de mortalidad de nematodos durante en el

ensayo, expuestos en la Figura 25.

Figura 25. Grdfico de barras de Mortalidad nematodos vs.

25
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Nota. Tlustracion creada con RStudio 4.5.1, por el autor (2025).
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4.3.2. Indice de quimiotaxis

Segun el indice de quimotiaxis calculado, se corroboraron los resultados obtenidos en
los analisis Post-Hoc sobre la efectividad de una cepa sobre otra (HN20 > HN1 > HN24 >

HN25).

Tabla 16. Indice de quimiotaxis obtenido en cada cepa

HN20 HN21 HN24 HN25
Cl 0.42 0.22 0.22 0.12

Nota. Por el autor (2025).

Se eligieron 4 cepas que tuviesen caracteristicas y crecimientos similares para enfocar
el estudio sobre un solo posible género, ademas estas cepas tienen un crecimiento rapido lo que
permitio realizar varios ensayos y una fécil purificacion de las cepas. Aunque lo mas comun es
utilizar varios aislados diferentes para ampliar la posibilidad de eficacia y estudios, se han
realizado investigaciones en las que hongos con varias cepas son utilizados para la evaluacion
de su eficacia y variabilidad como es en el caso expuesto de Adhikari et al. (2024) en el que
usaron varias cepas nativas de Trichoderma aisladas para el biocontrol de Sclerotium rolfsii, y
determinaron que aquellas aisladas de suelos forestales tenian un mayor potencial antagénico

con respecto a las otras cepas.

Las 4 cepas involucradas comparten las mismas caracteristicas macro morfoldgicas,
principalmente el crecimiento blanco hialino y algodonoso tras el paso de 14 dias de incubacion.
En comparacién con estudios realizados en India por Kassam et al. (2021)con cepas nativas

aisladas en el mismo medio CMA, las cuales expresaron un color blanco hialino en su
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crecimiento durante un periodo aproximado de 12 dias, lo cual se ve reflejado en la ausencia de

crecimiento micelial en forma algodonosa sobre la placa.

Es importante destacar la clasificacion de Arthrobotrys como hongo nematdéfago con
redes adhesivas como mecanismo de captura de nematodos caracterizado por sus conidios con

0 a 3 septos, forma ovoide y claviforme (Swe A et al., 2011).

El analisis filogenético de las cuatro cepas se construyd usando la secuencia de genes
ITS, un marcador molecular general para especies fungicas. Estas se agrupan en conjunto dentro
de un mismo clado, siendo A. thaumasia la especie mas relacionada entre ellas. A pesar de ellos,
el bootstrap para estas relaciones es de 54 y 59 estan bajo el umbral de confianza, lo que indica
una tendencia de agrupacion a la cual se debe aplicar un andlisis a profundidad. Estos valores
sugieren la presencia de variabilidad genética baja entre las cepas para distinguir relaciones
evolutivas con primers generales. Se pueden considerar como hallazgos iniciales hasta ser
completamente validadas utilizando diferentes marcadores moleculares que permitan la

identificacion especifica.

A pesar de que no todas las cepas fueron significativamente diferentes entre ellas, existe
una diferencia significativa entre el control y los tratamientos aplicados; todas las cepas
evaluadas (HN20, HN21, HN24, HN25) exhiben altos niveles de captura
(75.0%, 72.9%, 69.6%, 57.0%), efecto también observado en investigaciones realizadas en
Turquia sobre este hongo con un rango de actividad nematoéfaga de 45% — 77% sobre

especies de Meloidogyne (Eken et al., 2024).

La cepa HN20 fue la mas efectiva con respecto a su mecanismo de captura, provocando
una mortalidad del 75% en un periodo de 4 dias. Con la consideracion que a pesar de ser la cepa

menos efectiva en términos de estructuras (57.0%), se evidencio que HN25 tiene la capacidad
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de degradar y digerir la cuticula del nematodo y parasitarlo, lo que dificulta su visualizacion al
camuflarse entre las propias hifas del hongo; esto puede suponer que se producen ciertos
compuestos que permiten esta interaccion como sideréforos aunque en bajas cantidades, no se
han realizado suficientes investigaciones para caracterizar los metabolitos producidos por esta

especie (Kuo et al., 2020).

En un estudio realizado por Purba et al. (2022), se utilizaron cepas de Arthrobotrys
thaumasia provenientes de Indonesia para el estudio contra Meloidogyne spp. y se evidencid
que, a comparacion con un estudio realizado con una cepa nativa de Corea, demostré una mayor
efectividad. Es decir, que la actividad fingica dependera de la cepa y el lugar geografico de
extraccion, a pesar de ser la misma especie; es por ello que se encuentra informacion variada
en cuanto a las mediciones de estructuras internas y efectividad en cepas de 4. thaumasia; de
esta manera se espera poder afiadir significativamente informacion, utilizando cepas nativas del
Ecuador contra esta plaga fitosanitaria ya que el uso de hongos con propiedades nematicidas ha
mostrado resultados prometedores en la reduccion de poblaciones de Meloidogyne spp. en

varios cultivos. (Vera-Morales et al., 2022)
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Capitulo 5

Conclusiones y Recomendaciones

5.1. Conclusiones

El objetivo de este estudio fue de aislar e identificar cuatro hongos asexuales obtenidos
de plantaciones de banano (Musa spp. L.) y evaluar la capacidad de sus estructuras de captura

contra nematodos del género Meloidogyne spp.

Mediante técnicas de aislamiento como la de camara humeda modificada para utilizar
medio natural como sustrato promotor de la esporulacion seguido por subcultivos para la
purificacion de las cepas, se lograron aislar hongos asexuales de las muestras de suelo infestado
por nematodos formadores de agallas. Esto confirm¢ la presencia de microbiota nativa con
propiedades nematicidas, lo que respalda su potencial uso como controles bioldgicos accesibles

en el territorio nacional.

La identificacion de especies fingicas a partir de las muestras de suelo se realizd a través
de la combinacién de analisis morfologicos y moleculares de los mismos. La caracterizacion de
las colonias a través de sus estructuras internas como conidios y conidi6foros permitieron la
comparacion con literatura cientifica hacia ciertos morfotipos y realizar una identificacion
preliminar del género. Por otro lado, la secuenciacion molecular de la region ITS de los hongos
seleccionados complemento las suposiciones al englobar las secuencias con mayor identidad
dentro del clado de la especie Arthrobotrys thaumasia. De esta forma, se confirmo la presencia
de la especie A. thaumasia, un hongo perteneciente al género Arthrobotrys el cual es clasificado

como principal especie nematofaga en investigaciones, en el suelo recolectado.

Los resultados obtenidos evidencian la habilidad de A. thaumasia para capturar y
controlar nematodos en condiciones in vitro. En este se destaca la variabilidad dentro una

misma especie en cuanto a su capacidad como agentes de biocontrol contra plagas fitopatogenas,
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observando rangos medios a altos (57% — 75%) en cuanto a la mortalidad generada por A.
thaumasia sobre este género de nematodos, siendo a su vez dependientes de la ubicacion

geografica en la que se aislan estos microorganismos.

Los hongos nematofagos del género Arthrobotrys tienen como principal exponente a 4.
oligospora, debido a lo cual el estudio a profundidad de esta especie en cuanto a su potencial
biotecnoldgico para disminuir y reemplazar el uso de agroquimicos toxicos tales como el 1,3
Dicloropropeno o Cloropicrina, en los cultivos agricolas del Ecuador; ademas estos
conocimientos abren las puertas al desarrollo de productos bioldgicos mas especificos y
ajustados a las condiciones locales usando especies nativas, lo que representa una herramienta
valiosa para el manejo integral de estos fitoparasitos de forma mas sostenible y amigable con

el ambiente.
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5.2. Recomendaciones

En futuras investigaciones, se plantea el utilizar primers LSU y Elongation factor para
la secuenciacion de las cepas identificadas, puesto a que las secuencias ITS pueden tener
similitudes entre si, por lo que para una mayor veracidad es recomendable realizar

secuenciaciones mas especificas que permitan al ADN elongarse de mejor manera.

En cuanto a los ensayos in vitro en placas de agar s6lido, se obtendria mas informacion
acerca del tiempo optimo de accion de su mecanismo agregando una variable controlada, para
evaluar la progresion de estructuras y captura de los nematodos. A ello se puede anadir el
analisis de metabolitos producidos por los hongos tras un ensayo en medio liquido para su
identificacion y cuantificacion, expandiendo el potencial de estos organismos con la finalidad

de establecer controles bioldgicos eficaces y sustentables.

De igual manera, mediante la modificacion de factores ambientales como luz,
temperatura, humedad y pH se buscaria encontrar las condiciones propicias para el mejor
rendimiento de estos hongos, asi como explorar su interaccion con el suelo al llevarlo a ensayos

a nivel de invernaderos.
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Anexos

Anexo 1. Sitio de muestreo

Nota. Escuela Superior Politécnica del litoral ESPOL, GEA. Por el autor (2025)

Anexo 2. Tabla de resumen de estructuras internas cepa HN20
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Estructura Variable n Media D.E. E.E. Min Max Mediana
Conidio Alto 20 8.18 2.65 0.59 5.43 1343 7.14
Conidio Ancho 20 4.60 1.39 0.31 2.80 7.27 4.25
Septo 1 Alto 18 1.19 0.52 0.12 0.55 2.27 1.10
Septo 1 Ancho 18 1.82 0.60 0.14 085 272 1.71
Septo 2 Alto 20 5.23 1.52 0.34 3.30 7.97 4.78
Septo 2 Ancho 20 443 1.61 0.36 1.09 7.25 4.12
Septo 3 Alto 20 1.90 0.78 0.17 0.93 4.03 1.63
Septo 3 Ancho 20 1.24 047 011 0.67 2.52 1.18
Conidioforo Alto 10 61.98 19.08 6.03 37.69 89.06 57.08
Conidioforo Ancho 10 0.81 0.23 0.07 0.57 1.14 0.73

Nota. Tabla creada con RStudio 4.5.1, por el autor (2025).



Anexo 3. Tabla de resumen de estructuras internas cepa HN21

Estructura Variable n Media D.E. EE. Min Max Mediana
Conidio Alto 20 6.15 091 020 472 8.26 5.95
Conidio Ancho 20 2.90 027 0.06 220 3.24 2.95
Septo 1 Alto 9 091 028 0.09 032 1.21 0.96
Septo 1 Ancho 9 090 0.16 005 066 1.15 0.91
Septo 2 Alto 20 3.99 041 009 3.16 4.89 4.08
Septo 2 Ancho 20 2.64 026 0.06 2.04 3.10 2.65
Septo 3 Alto 20 1.66 035 0.08 096 232 1.68
Septo 3 Ancho 20 0.80 0.16 003 058 1.10 0.75
Conidiéforo  Alto 10 46.40 6.67 2.11  37.53 5572 46.88
Conidioforo  Ancho 10 1.07 036 0.12 049 1.81 1.10
Nota. Tabla creada con RStudio 4.5.1, por el autor (2025).
Anexo 4. Tabla de resumen de estructuras internas cepa HN24

Estructura Variable n Media D.E. E.E. Min Maix Mediana
Conidio Alto 20 7.38 0.70 0.16 539 8.56 7.47
Conidio Ancho 20 3.42 025 006 296 3.90 3.50
Septo 1 Alto 19 0.93 026 006 062 1.56 0.89
Septo 1 Ancho 19 1.09 021 0.05 0.65 1.66 1.07
Septo 2 Alto 20 4.65 0.63 0.14 326 6.11 4.63
Septo 2 Ancho 20 4.42 4.51 1.01 262 2352 352
Septo 3 Alto 20 1.84 044 010 095 2.69 1.81
Septo 3 Ancho 20 0.95 0.18 004 056 1.32 0.93
Conidiéforo  Alto 10 45.28 897 284 3162 6086 43.14
Conidioforo  Ancho 10 1.26 044 0.14 0.75 2.08 1.20

Nota. Tabla creada con RStudio 4.5.1, por el autor (2025).



Anexo 5. Tabla de resumen de estructuras internas cepa HN25

Estructura Variable n Media D.E. EE. Min Max Mediana
Conidio Alto 20 7.29 0.58 0.13 579 8.13 7.12
Conidio Ancho 20 3.04 034 0.08 212 3.54 3.09
Septo 1 Alto 19 0.94 0.19 0.04 0.68 1.42 0.93
Septo 1 Ancho 19 1.09 0.18 0.04 0.68 1.38 1.08
Septo 2 Alto 20 4.54 040 0.09 3.78 525 4.49
Septo 2 Ancho 20 3.13 034 0.08 223 3.64 3.18
Septo 3 Alto 20 1.88 032 0.07 134 254 1.89
Septo 3 Ancho 20 0.90 0.16 0.04 048 1.18 0.91
Conidiéforo  Alto 10 50.17 12.53 396 35.61 7239 47.69
Conidioforo  Ancho 10 0.99 037 0.12 050 1.70 0.96
Nota. Tabla creada con RStudio 4.5.1, por el autor (2025).
Anexo 6. Tabla de resumen de datos ensayo antagonista
Cepa Tratamientos Réplica Captura
Control 8 21
HN20 Captura 8 63
Control 8 13
HN21 Captura 8 35
Control 8 17
HN24 Captura 8 39
Control 8 37
HN25 Captura 8 49

Nota. Tabla creada con RStudio 4.5.1, por el autor (2025).
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Anexo 7. Estadistica descriptiva con medidas de tendencia central y de dispersion

Cepas n Media Mediana D.E. E.E
HN20 16 5.25 5.50 3.87 0.97
HN21 16 3.00 3.00 2.22 0.56
HN24 16 3.50 3.00 3.22 0.81
HN25 16 5.38 5.00 3.44 0.86

Nota. Tabla creada con RStudio 4.5.1, por el autor (2025).

Anexo 8. Prueba de Tukey sobre cepas y tratamiento vs. Control

DMS: 2.67356 DMS: 1.43085

Error: 8.1811 gl: 59 Error: 8.1811 gl: 59
Cepa  Medias n E.E Tratamientos Medias n E.E
HN20 525 16 0.72 Tratamiento 2.75 32 0.51
HN21 3.00 16 0.72 Control 5.81 32 0.51*
HN24 3.50 16 0.72
HN25 538 16 0.72

Nota. Tabla creada con RStudio 4.5.1, por el autor (2025).

Anexo 9. Prueba de Kolmogorov-Smirnov con correccion de Lilliefors

Cepa  Variable Ajuste Varianza n  EstadisticoD  P-value
HN20 RE Captura Normal (0,1) 1.18 16 0.17 0.7492
HN21 RE Captura Normal (0,1) 0.39 16 0.22 0.4393
HN24 RE Captura  Normal (0,1) 1.05 16 0.19 0.5877
HN25 RE Captura  Normal (0,1) 1.64 16 0.17 0.7240

Nota. Tabla creada con RStudio 4.5.1, por el autor (2025).
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Anexo 10. O-Q Plot Residuos

O~ Flot de residucs estandarizados

n =64, R =097 (RE~Estandatizados) .

Cuantiles obgervados (RE estandanizados)

-2 -1 0 1 2
Cuantiles tedrices (19(0,17)

Nota. Tlustracion creada con RStudio 4.5.1, por el autor (2025).

Anexo 11. Histograma de residuos

Histograma de residuos estandarizados con curva rormel
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Nota. Tlustracion creada con RStudio 4.5.1, por el autor (2025).



Anexo 12. Prueba de Levene

gl Valor p Pr(>F)
Grupo 7 1.0231 0.4254
56

Nota. Tabla creada con RStudio 4.5.1, por el autor (2025).

Anexo 13. Grdfico Residuos vs. Valores ajustados de dispersion

Residues estandarizados

Residuos estandarizados vs. Valores ajustados

Valores ajustados

Nota. Tlustracion creada con RStudio 4.5.1, por el autor (2025).

Anexo 14. Prueba Post-Hoc de Tukey para Tratamientos vs. Control por cepas

84

HN20 HN21
DMS: 3.07020 DMS: 1.89574
Error: 8.1964 gl: 14 Error: 3.1250 gl: 14
Tratamientos Medias n E.E Tratamientos Medias n E.E
Control 2.63 8 1.01 Control 1.63 8 0.63
Tratamiento 7.88 8 1.01%* Tratamiento 4.38 8 0.63*
HN24 HN25
DMS: 3.21399 DMS: 3.07020
Error: 8.9821 gl: 14 Error: 8.1964 gl: 14
Tratamientos Medias n E.E Tratamientos Medias n E.E
Control 2.13 8 1.06 Control 4.63 8 1.23
Tratamiento 4.88 8 1.06 Tratamiento 6.13 8 1.23

Nota: Tabla creada con RStudio 4.5.1, por el autor (2025).



Anexo 15. Tabla de mortalidad por cepas
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Cepa Mortalidad Réplica Conteo
HN20 I(Elalbprteusrados j é3
HN21 ](;fprflfrados j 28
HN24 ](;fprflfrados j ;5

Lib 4 2
HN25 Clgsrados 4 84

Nota. Tabla creada con RStudio 4.5.1, por el autor (2025).



