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Resumen

El presente trabajo tiene como proposito principal valorar la capacidad de hongos endofitos,
aislados de plantas medicinales locales, para su posible aplicacion en procesos de
biorremediacion ambiental. El estudio se orienta a identificar cepas con tolerancia a
hidrocarburos, considerando que la contaminacion por compuestos derivados del petroleo

representa una de las principales amenazas ecoldgicas y sanitarias a nivel global.

El conocimiento que se persigue con este estudio es doble: por un lado, ampliar la comprension
sobre la biodiversidad microbiana presente en plantas medicinales utilizadas tradicionalmente
en Ecuador; y por otro, evaluar el potencial de estas asociaciones simbi6ticas en la remediacion
de suelos contaminados. Para ello, se recolectaron muestras vegetales, se aplicaron protocolos
de aislamiento microbioldgico, y se sometieron las cepas fungicas a pruebas de tolerancia en

medios contaminados con hidrocarburos.

Este trabajo se organizd en seis capitulos. En el primero se presenta la introduccién, los
objetivos y la justificacion. El segundo contiene el marco tedrico que sustenta la investigacion.
El capitulo tres describe la metodologia utilizada. En el cuarto se exponen los resultados
obtenidos, mientras que el quinto desarrolla su andlisis y discusion. Finalmente, en el sexto

capitulo se presentan las conclusiones y recomendaciones derivadas del estudio.



Abstract

Medicinal plants have long been used by diverse cultures for their therapeutic properties,
especially in regions with high biodiversity such as Ecuador. These plants host communities
of endophytic fungi, microorganisms that inhabit plant tissues without causing apparent
damage and often establish mutualistic relationships with their hosts. Some of these fungi can
improve plant growth, increase tolerance to environmental stress, and produce enzymes

capable of transforming toxic compounds.

This study aimed to isolate and characterize endophytic fungi from medicinal plants
traditionally used in Ecuador, in order to evaluate their potential tolerance to hydrocarbons.
The research included the selection of native plant species, surface sterilization of plant
fragments, fungal isolation on potato dextrose agar, and in vitro tests to assess their growth in

the presence of used motor oil.

By integrating ethnobotanical knowledge with microbiological techniques, this work highlights
the potential of endophytic fungi as sustainable and low-cost alternatives for the bioremediation
of contaminated environments. The findings contribute to understanding microbial diversity

and its possible applications in environmental management.
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1. Introduccion

El deterioro ambiental ocasionado por la contaminacion de suelos y cuerpos de agua
con hidrocarburos y metales pesados representa un desafio creciente a nivel mundial,
particularmente en paises con actividades extractivas como Ecuador (Mrozik & Piotrowska-
Seget, 2010; Diaz-Ramirez et al., 2019). En este contexto, las estrategias de biorremediacion
han cobrado importancia como alternativas sostenibles para la recuperacion de ambientes
contaminados, siendo los hongos endofitos una de las lineas emergentes con alto potencial en

este campo (Hardoim et al., 2015).

Los hongos endofitos, microorganismos que habitan los tejidos vegetales sin causarles
dafio aparente, han demostrado poseer capacidades metabolicas que les permiten degradar
compuestos toxicos y adaptarse a ambientes hostiles (Aly et al., 2011). Esta capacidad se
potencia cuando se asocian a plantas medicinales, las cuales presentan una rica diversidad de
metabolitos secundarios que pueden influir en la bioactividad de los endofitos (Kusari et al.,

2012).

A pesar de los avances en investigaciones internacionales, en Ecuador existe un vacio
significativo en estudios enfocados especificamente en el aislamiento y caracterizaciéon de
hongos endofitos de plantas medicinales autdctonas y su aplicacién en procesos de
biorremediacion (Jaramillo et al., 2019). Esta linea de estudio resulta estratégica para
aprovechar el potencial biotecnologico de la biodiversidad vegetal del pais, especialmente
considerando los pasivos ambientales generados por actividades industriales, petroleras y

mineras.

La presente investigacion busca aportar al conocimiento cientifico y a la conservacién
sostenible de los recursos vegetales y microbianos mediante el aislamiento y evaluacion de

hongos enddfitos con potencial uso en la degradacion de contaminantes. Este enfoque
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promueve la integracion entre saberes ancestrales y ciencia moderna, favoreciendo alternativas

ecologicas aplicables a nivel local (Porras-Alfaro & Bayman, 2011).

1.1. Planteamiento del problema

La contaminacién por hidrocarburos representa una de las principales amenazas
ambientales a nivel global, especialmente en regiones donde se desarrollan actividades
petroleras, industriales o existe un manejo inadecuado de desechos. Estos compuestos afectan
la calidad del suelo, el agua y la biodiversidad, generando consecuencias adversas para los
ecosistemas y la salud humana (Haritash & Kaushik, 2009; Organizacién Mundial de la Salud,
2025). En Ecuador, la presencia de pasivos ambientales derivados de actividades extractivas
ha sido documentada ampliamente, con afectaciones visibles en zonas de la Amazonia y la

Sierra (Ministerio del Ambiente y Transicion Ecoldgica, 2023).

Frente a esta problematica, la biorremediacion surge como una estrategia ecoldgica y
eficiente para la restauracion de ambientes contaminados. En particular, el uso de hongos
endofitos ha captado la atencidn de la comunidad cientifica debido a su capacidad para degradar
compuestos toxicos mediante la produccion de enzimas como lacasas, peroxidasas y celulasas
(Harms et al., 2011; Rodriguez et al., 2009). Estos microorganismos fungicos, que viven de
forma simbio6tica dentro de tejidos vegetales sin causar dafio aparente, no solo benefician a sus
plantas hospederas al aumentar su tolerancia al estrés, sino que también representan una fuente

valiosa de herramientas biotecnoldgicas.

A pesar del creciente interés en los hongos endéfitos con potencial biorremediador, en
el contexto ecuatoriano aln existe una escasa caracterizacion de cepas nativas, especialmente
aquellas asociadas a plantas medicinales. Estas especies vegetales, valoradas ancestralmente

por sus propiedades curativas, albergan una rica diversidad microbiana que podria ser
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aprovechada para el tratamiento de suelos contaminados (Scalvenzi, 2012; Benavides Lopez

de Mesa, 2006).

La falta de estudios especificos sobre la relaciéon entre plantas medicinales locales y
hongos endofitos con capacidad degradadora limita el desarrollo de soluciones sostenibles
basadas en recursos autoctonos. Por tanto, se hace necesario profundizar en la identificacion,
aislamiento y evaluacion de estos microorganismos, lo que permitird generar alternativas
ecoldgicas para el manejo de sitios impactados por hidrocarburos, fortaleciendo ademas el
conocimiento cientifico sobre la biodiversidad microbiana del pais (Chango Vasconez, 2023;

Verma et al., 2022).

1.2. Delimitacion

Delimitacion geogréfica:

La presente investigacion se desarrollé en la ciudad de Cuenca, provincia del Azuay,
Ecuador. Las actividades de aislamiento de hongos endoéfitos, pruebas experimentales y analisis
de resultados se ejecutan en los laboratorios de microbiologia correspondiente a ciencias de la

vida la universidad Politécnica Salesiana.

Delimitacion temporal:

El estudio se ejecuto durante el periodo comprendido entre abril y junio de 2025, tiempo
en el que se realizo las actividades de recoleccion, aislamiento de hongos, experimentacion en

laboratorio, andlisis de resultados y redaccion del informe final.

Delimitacion sectorial:

El trabajo se inscribe en el sector de la investigacion cientifica aplicada, con énfasis en
la microbiologia ambiental biotecnologia ambiental para el posibfie uso en la remediacion de

suelos contaminados. El estudio también tiene vinculacién con el &mbito de la conservacion de
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la biodiversidad, al explorar el uso potencial de recursos biologicos locales como agentes de

biorremediacion.

Delimitacion institucional:

Esta investigacion forma parte del proceso de titulacion de la carrera de Ingenieria
Ambiental, bajo la supervision de la Universidad Politécnica Salesiana. Se adhiere a las
normativas institucionales para trabajos experimentales, y contara con la revision y aval del
docente tutor designado. Asimismo, se enmarca en los lineamientos de ética en la
investigacion, estableciendo el uso responsable de muestras bioldgicas y el respeto a los saberes

tradicionales.

1.3. Explicacion del problema

La contaminacién del suelo por hidrocarburos es un problema persistente que afecta la
calidad ambiental, la salud de los ecosistemas y el bienestar de las comunidades cercanas a
zonas urbanas, industriales o de transporte. Aunque existen tecnologias de remediacion

quimica y fisica, muchas de ellas resultan costosas, lentas o ambientalmente agresivas.

En este contexto, la biorremediacion mediante el uso de hongos endofitos aparece como
una alternativa innovadora y sostenible. Sin embargo, aln persisten interrogantes que limitan
su implementacion a mayor escala, sobre todo en entornos locales como Cuenca, donde la

diversidad microbiana asociada a plantas medicinales tradicionales ha sido poco estudiada.

A partir de esta situacion, surgen las siguientes preguntas que guian el trabajo

experimental:

. ¢Existen hongos endofitos presentes en las plantas medicinales con capacidad

de tolerar hidrocarburos?
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. ¢ Qué especies fungicas se pueden aislar de estas plantas y cuéles muestran

mayor potencial para ser utilizadas en procesos de biorremediacion?

. ¢Qué tan efectiva es la respuesta de crecimiento de estos hongos frente a la

exposicion a medios contaminados con hidrocarburos en condiciones controladas?

Estas interrogantes orientan la investigacion hacia el aislamiento, identificacion y
evaluacion funcional de hongos endofitos con potencial para ser aprovechados en procesos de
descontaminacion ambiental, contribuyendo al conocimiento cientifico local y a la busqueda

de soluciones ecoldgicas frente a la contaminacion por compuestos derivados del petréleo.

1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo general
Valorar hongos enddfitos aislados de plantas medicinales para su posible aplicacién en

procesos de biorremediacion de ambientes contaminados con hidrocarburos.

1.4.2. Objetivos especificos

o Aislar hongos enddéfitos de tejidos vegetales de las plantas medicinales
seleccionadas.

. Caracterizar morfolégicamente los hongos aislados y conservar cultivos puros
para su evaluacion posterior.

o Evaluar la tolerancia de los hongos aislados mediante ensayos de crecimiento
en cajas Petri con medios contaminados con hidrocarburos.

o Analizar los resultados obtenidos para determinar si los aislamientos presentan

caracteristicas que sugieran un posible uso en procesos de biorremediacién ambiental.
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1.5. Fundamentacion tedrica

La presente investigacion se fundamenta en la necesidad de comprender y aprovechar
la relacion simbiotica entre plantas y microorganismos endofitos para enfrentar problemas
ambientales actuales, como la contaminacion por hidrocarburos. Este tipo de contaminacion
representa una amenaza creciente para los ecosistemas y de la salud humana, especialmente en
territorios con intensa actividad industrial o manejo inadecuado de residuos derivados del

petroleo (Haritash & Kaushik, 2009; Organizacion Mundial de la Salud, 2025).

Frente a esta problemaética, la biorremediacion se posiciona como una estrategia
sostenible y efectiva, caracterizada por su bajo costo, su respeto al medioambiente y su
capacidad para degradar compuestos organicos persistentes. Particularmente, los hongos
endofitos —microorganismos que habitan en los tejidos internos de las plantas sin generar
sintomas visibles— constituyen una alternativa innovadora. Diversos estudios han demostrado
que estos hongos pueden producir enzimas oxidativas como lacasas, peroxidasas y otras, que
transforman compuestos tdxicos en sustancias menos nocivas (Harms, Schlosser & Wick,

2011).

Ademas, se ha identificado que ciertas plantas medicinales, gracias a su diversidad de
metabolitos secundarios y su uso tradicional en contextos ancestrales, albergan comunidades
fangicas con alto potencial bioactivo (Scalvenzi, 2012). La interaccion simbidtica entre estas
especies vegetales y los hongos endofitos puede inducir adaptaciones fisioldgicas vy
metabdlicas que favorecen la tolerancia a ambientes contaminados. Esto incrementa su utilidad

en procesos de remediacion ambiental (Verma et al., 2022).

No obstante, en el contexto ecuatoriano persiste una brecha considerable en cuanto a la

caracterizacion, aislamiento y aplicacion de hongos endofitos con fines ambientales, a pesar de
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la vasta riqueza vegetal del pais. Al explorar comunidades endofiticas presentes en plantas
medicinales locales, esta investigacion busca aportar nuevo conocimiento sobre la

biodiversidad microbiana ecuatoriana y su potencial aplicacion en tecnologias limpias.

De esta manera, el trabajo experimental no solo fortalece la comprension de las
interacciones planta-microorganismo en condiciones de estrés quimico, sino que también
impulsa el desarrollo de soluciones sostenibles desde la microbiologia ambiental. La
integracion de saberes ancestrales y herramientas cientificas de aislamiento y caracterizacion
microbiana configura un enfoque interdisciplinario, orientado a proponer alternativas viables

frente a los desafios ambientales actuales.

1.6. Revision y andlisis bibliografico y documental

1.6.1. Rol de los hongos enddfitos en ecosistemas vegetales

Los hongos endofitos son microorganismos pertenecientes al Reino Fungi que se
desarrollan dentro de los tejidos vegetales de manera asintomatica, sin provocar dafios visibles
en sus hospederos. (Petrini, 1991; Hardoim et al.,2015). Esta relacion simbidtica puede ser
mutualista, donde tanto el hongo como la planta se benefician. Los hongos endofitos
contribuyen al crecimiento vegetal, estimulan la resistencia frente a enfermedades, inducen
tolerancia al estrés ambiental y, en muchos casos, producen metabolitos secundarios bioactivos
(Rodriguez et al., 2009). También se ha documentado la produccion de compuestos

antimicrobianos y antioxidantes con potencial terapéutico y agricola (Strobel & Daisy, 2003).

El uso biotecnoldgico de los hongos endéfitos ha cobrado importancia en diversos
campos, como la agricultura sostenible y la biorremediacion ambiental. En particular, su
capacidad para producir enzimas como lacasas, peroxidasas y celulasas permite la degradacion
de compuestos organicos complejos, incluidos contaminantes persistentes como hidrocarburos

aromaticos policiclicos y pesticidas (Schulz et al., 2002; Harms et al., 2011). Estas enzimas
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juegan un papel fundamental en la transformacion de sustancias tdxicas en compuestos menos
nocivos para el ambiente (Ballesta,2017). Estas enzimas juegan un papel fundamental en la
transformacion de sustancias toxicas en compuestos menos nocivos para el ambiente. Ademas,
se ha reportado que los hongos endofitos pueden contribuir al reciclaje de nutrientes y a la
mejora de la fertilidad del suelo, favoreciendo el desarrollo de practicas agricolas sostenibles

(Gadd, 2010).

Dentro del metabolismo flngico, también se ha observado la produccién de
micotoxinas como las aflatoxinas, las cuales son compuestos potencialmente tdxicos para
humanos y animales. Sin embargo, la presencia de estas toxinas depende de la especie fungica,
el tipo de planta hospedera y las condiciones ambientales (Frisvad et al., 2006). En contextos
controlados y con cepas caracterizadas, el riesgo toxicolégico puede ser mitigado, lo cual
permite aprovechar los beneficios funcionales de los hongos sin comprometer la seguridad

(Kusari et al., 2012).

Desde una perspectiva ecoldgica, la simbiosis planta-hongo endéfito tiene
implicaciones profundas en la dindmica de los ecosistemas (Pitt & Miller, 2017). Los hongos
actlan como una barrera bioldgica contra patdgenos externos, mejoran la absorcion de
nutrientes e inducen respuestas sistémicas de defensa en la planta (Stone et al., 2000). Este tipo
de interaccion es particularmente relevante en ambientes hostiles o contaminados, donde las

plantas pueden depender de sus enddfitos para sobrevivir y adaptarse.

En conclusion, los hongos endo6fitos son componentes clave en los ecosistemas
vegetales y constituyen una herramienta valiosa para el desarrollo de soluciones
biotecnoldgicas, especialmente en el contexto de la remediacion ambiental y la produccion

agricola sostenible.
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1.6.2. Diversidad y caracteristicas de los hongos endofitos en plantas medicinales
Los hongos endofitos representan un grupo altamente diverso de microorganismos
fangicos que colonizan de forma interna los tejidos vegetales, estableciendo relaciones
principalmente simbioticas sin causar dafio aparente a sus hospederos (Arnold et al., 2003).
Esta diversidad se refleja tanto a nivel morfolégico como genético, con representantes de
distintos filos, como Ascomycota, Basidiomycota y Zygomycota (Rodriguez et al., 2009;

Maharachchikumura, 2011).

En plantas medicinales, la diversidad endofitica es especialmente notable debido a la
complejidad quimica de estas especies, rica en metabolitos secundarios como alcaloides,
flavonoides, terpenos y taninos. Estos compuestos no solo confieren propiedades terapéuticas
a las plantas, sino que también influyen en la estructura de las comunidades microbianas que
las habitan (Strobel & Daisy, 2003; Kusari et al., 2012). En muchos casos, los hongos endofitos
de plantas medicinales han demostrado la capacidad de sintetizar los mismos metabolitos que
sus hospederos, lo que sugiere una estrecha coevolucién funcional entre ambos (Zhao et al.,

2010).

Ademas, los estudios recientes en regiones tropicales como Ameérica del Sur han
revelado una elevada riqueza de hongos endofitos en especies medicinales nativas, muchas de
las cuales permanecen poco caracterizadas (Benavides Lopez de Mesa, 2006; Scalvenzi, 2012).
Esta riqueza biologica representa una fuente potencial de nuevos compuestos bioactivos con

aplicaciones en farmacologia, agricultura y biotecnologia ambiental.

El aislamiento e identificacion de estos hongos suele realizarse mediante técnicas de
cultivo en medios selectivos, complementadas con herramientas moleculares como la

secuenciacion del gen ITS del ADN ribosomal (Arnold & Lutzoni, 2007). Estas técnicas han
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permitido descubrir no solo nuevas especies, sino también cepas con actividades

antimicrobianas, antioxidantes y degradadoras de contaminantes (Kharwar et al., 2011).

En suma, la diversidad y caracteristicas de los hongos endéfitos en plantas medicinales
no solo enriquecen el conocimiento sobre la microbiota vegetal, sino que también abren nuevas
posibilidades para su aprovechamiento en procesos sostenibles, incluyendo la biorremediacién
de suelos contaminados y la produccion de compuestos naturales de interés industrial (Bravo
& Torres, 2021). En consecuencia, los hongos endofitos se posicionan como una alternativa
ecoldgica para el desarrollo de tecnologias verdes, integrando saberes tradicionales y modernos

(Vermaet al., 2022).

1.6.3. Potencial de los hongos enddfitos en biorremediacién

Los hongos enddéfitos son capaces de tolerar y transformar compuestos toxicos
presentes en suelos contaminados, incluyendo hidrocarburos, metales pesados y plaguicidas.
Esta capacidad estd asociada a la produccion de enzimas oxidativas (lacasas, manganeso

peroxidasas, lignina peroxidasas) que degradan contaminantes organicos persistentes.

Investigaciones como las de Harms et al. (2011) y Xu et al. (2010) demuestran que
ciertas especies endofiticas pueden degradar plasticos, hidrocarburos y otras sustancias toxicas,
mientras se mantienen funcionales dentro del tejido vegetal. La simbiosis con la planta
hospedera ofrece un entorno protector al hongo y, a su vez, permite a la planta mejorar su

adaptacion a ambientes contaminados.

En contextos extremos, como ambientes marinos o regiones polares, también se han
estudiado hongos con capacidad de degradar hidrocarburos, lo cual amplia el espectro

ecoldgico de estos microorganismos (Barnes et al., 2017; Ruberto et al., 2005).
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1.6.4. Plantas medicinales y los hongos enddéfitos

Las plantas medicinales se han utilizado ancestralmente por diversas culturas gracias a
sus propiedades terapéuticas, lo que ha promovido su estudio tanto desde una perspectiva
tradicional como cientifica. Estas especies vegetales poseen una rica diversidad quimica que
no solo les confiere efectos beneficiosos sobre la salud humana, sino que también condiciona

el tipo de microorganismos enddfitos que albergan.

Diversos estudios han evidenciado que los hongos enddfitos presentes en estas plantas
pueden desarrollar adaptaciones metabolicas Unicas, favoreciendo su uso en procesos de
biorremediacion. Por ejemplo, Harms et al. (2011) identificaron cepas con enzimas oxidativas
capaces de degradar compuestos toxicos, mientras que Xu et al. (2010) documentaron la
capacidad degradadora del género Pestalotiopsis sobre materiales plasticos. Saini et al. (2024)
también destacan el uso de hongos enddfitos en suelos contaminados por hidrocarburos
sefialando que la coexistencia prolongada con compuestos toxicos puede inducir adaptaciones

fisiolégicas y metabdlicas que mejoran su eficacia degradadora.

Scalvenzi (2012) demuestra que las especies utilizadas en la medicina tradicional
ecuatoriana poseen comunidades endofiticas con capacidades biotecnolégicas ain poco
exploradas. Benavides Lépez de Mesa (2006) sefiala que, en regiones tropicales como América
del Sur, la diversidad de hongos enddfitos en plantas medicinales es ain mas amplia. El estudio
de Chango Vasconez (2023) analiza hongos y bacterias endofitos de suelos contaminados en
Ecuador, encontrando cepas tolerantes a metales y derivados de petroleo. Verma et al. (2022)
destacan que las plantas medicinales actian como reservorios de hongos adaptados a ambientes

hostiles, con potencial uso en la agricultura y la biorremediacion.
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Schlenker (2023) y Delgado Fernandez (2014) también han trabajado en la seleccion
de cepas con alta eficiencia degradativa, contribuyendo al desarrollo de tecnologias limpias

para el tratamiento de suelos contaminados.

Investigaciones como las de Kusari et al. (2012) y Strobel et al. (2004) utilizan técnicas
de cultivo en medios selectivos y anéalisis molecular (secuenciacion de ADN ribosomal) para
identificar especies endofiticas. De forma similar, en este estudio se empleo el aislamiento en
medios PDA y pruebas de tolerancia a contaminantes como estrategia de seleccion de cepas

con potencial biorremediador.

A continuacion, se presenta una tabla con las 12 plantas medicinales utilizadas en el
presente estudio. En ella se incluyen sus nombres cientificos, propiedades medicinales, usos
ancestrales y posibles contraindicaciones. Esta eleccion no solo responde a un valor cultural y
terapéutico tradicional, sino también al interés cientifico por su potencial como fuente de
microorganismos enddéfitos adaptados a condiciones ambientales adversas, lo cual las convierte

en candidatas ideales para estudios de biorremediacion.

Nombre Nombre Propiedades Usos ancestrales  Contraindicaciones
comun cientifico  medicinales
Hierba Luisa  Cymbopogon Digestiva, sedante  Infusion para No usar en embarazo
citratus insomnio y nervios
Menta Mentha % Analgésica, Dolores Evitar en embarazadas
piperita digestiva estomacales y lactantes
Hierba buena Mentha Antiinflamatoria, Aliviar gases y Altas dosis pueden ser
spicata carminativa célicos irritantes
Manzanilla Matricaria Calmante, Tratamiento de Posible alergia en
chamomilla  antiespasmodica célicos y dolores personas sensibles
estomacales
Hierba de Clinopodium  Descongestionante  Antiinflamatorio, y ~ Sin evidencia clinica
Infante brownei tratamiento de reportada

gripes
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Sangorache Amaranthus  Nutritiva, Dolores No documentada
quitensis antioxidante estomacales y ampliamente
colicos menstruales
Cedron Aloysia Antibacteriana, Dolor de cabezay  Evitar en embarazo
citrodora sedante relajante
Llantén Plantago Cicatrizante, Cicatrizacion de Evitar en embarazo
major antiinflamatoria heridas y
antiinflamatorio
Romero Rosmarinus  Estimulante, Estimular la No en embarazo ni
officinalis digestiva memoria epilepsia
Ruda Ruta Antiinflamatoria, Regulacion Abortiva en altas dosis
graveolens emenagoga menstrual y limpias
de mal aire
Malva Malva Emoliente, laxante  Irritaciones Evitar en embarazo
sylvestris cutaneas
Malva Lavatera Antiinflamatoria, Dolores Evitar uso prolongado
Morada arborea expectorante respiratorios

Tabla 1. Plantas medicinales seleccionadas para el aislamiento de hongos endofitos.

Esta tabla no solo documenta las caracteristicas medicinales y culturales de las plantas
seleccionadas, sino que también permite reconocer su potencial biotecnoldgico como

reservorio de microorganismos endofitos.

Asimismo, se ha elaborado un anexo fotografico que incluye imagenes individuales de
cada una de las 12 plantas utilizadas en el estudio, el cual puede consultarse en el Anexol para

complementar visualmente la identificacion de las especies empleadas.

Desde una perspectiva cientifica, estas especies contienen metabolitos secundarios
como aceites esenciales, flavonoides, alcaloides y taninos que podrian influir en la composicion
y funcionalidad de sus comunidades endofiticas (Rios & Recio, 2005; Valderrama et al., 2020).
La investigacion sobre sus endofitos no solo tiene valor etnoboténico (relacion entre las plantas
y la cultura local), sino también potencial biotecnologico al considerar que estas plantas
podrian albergar microorganismos adaptados a condiciones ambientales complejas, utiles en

procesos de biorremediacion (Cérdova et al., 2021).
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En conjunto, la literatura revisada permite establecer un marco conceptual sélido para
el presente estudio, sustentando la seleccion de hongos endofitos provenientes de plantas
medicinales como una estrategia viable y prometedora para abordar problemas de

contaminacion ambiental mediante procesos de biorremediacidn ecol6gicamente sostenibles.

De esta forma, la presente seccidn integra los aportes teodricos, metodoldgicos y
empiricos disponibles en la literatura cientifica, que respaldan el uso de plantas medicinales
como fuente estratégica en el aislamiento de hongos endofitos con aplicaciones potenciales en

biorremediacion ambiental.

1.6.5. Estado del arte

La revision del estado del arte nos permitié contextualizar el presente estudio dentro
del marco de investigaciones previas, evidenciando los aportes tedricos, metodoldgicos y
empiricos mas relevantes. En primer lugar, Haritash y Kaushik (2009) y Vidali (2001) abordan
el problema de la contaminacién ambiental desde una perspectiva tedrica, explicando la
toxicidad y persistencia de los hidrocarburos en el ambiente, asi como los principios generales
de la biorremediacién. A nivel metodoldgico, Ruberto et al. (2005) evaluaron
experimentalmente técnicas de bioaumentacion y bioestimulacion en suelos contaminados,

proporcionando evidencia empirica sobre la eficacia de la biorremediacion.

Por otro lado, Harms, Schlosser y Wick (2011) identifican el rol de los hongos
ligninoliticos como agentes degradadores de compuestos toxicos, estableciendo fundamentos
bioquimicos s6lidos. En cuanto a los hongos endofitos, Strobel y Daisy (2003) fueron pioneros
en introducir su potencial biotecnologico, mientras que Xu, Ebada y Proksch (2010)
documentaron la actividad degradadora de metabolitos en cepas del género Pestalotiopsis.

Estas contribuciones han sido ampliadas por estudios mas recientes como los de Scalvenzi
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(2012), quien analiz6 comunidades endofiticas ecuatorianas, y Verma et al. (2022), quienes

demostraron la adaptacion de hongos en plantas medicinales a ambientes contaminados.

En el contexto ecuatoriano, investigaciones como la de Chango Vasconez (2023)
ofrecen datos empiricos sobre cepas microbianas tolerantes a hidrocarburos, lo cual aporta
evidencia local para la validacion del enfoque de este trabajo. Finalmente, Saini et al. (2024)
ofrecen una revision actualizada y comprensiva sobre el uso de hongos enddéfitos en la
remediacién de suelos, sintetizando tanto los aspectos tedricos como metodoldgicos mas

relevantes. A continuacién, se presenta una tabla resumen con los principales estudios

revisados:
Autor/a Ao Aporte principal

Haritash & 2009 Describen la toxicidad y persistencia de los

Kaushik hidrocarburos en el ambiente.

Vidali 2001 Expone principios y ventajas de la biorremediacion
frente a métodos tradicionales.

Ruberto et al. 2005 Evallan la efectividad de la bioaumentacion y
bioestimulacion en suelos contaminados.

Harms, Schlosser & 2011 Identifican hongos ligninoliticos como degradadores de

Wick compuestos toXicos.

Strobel & Daisy 2003 Introducen el concepto de potencial biotecnologico de
hongos endofitos.

Xu, Ebada & 2010 Documentan metabolitos activos en Pestalotiopsis con

Proksch capacidad degradadora.
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Scalvenzi 2012 Estudia hongos endofitos de plantas medicinales

ecuatorianas con capacidad enzimatica.

Verma et al. 2022 Relacionan enddfitos en plantas medicinales con

resistencia a contaminantes.

Chango Vasconez 2023 Evalla cepas microbianas ecuatorianas en ambientes

con hidrocarburos.

Saini et al. 2024 Revision sobre el uso de hongos enddéfitos en la

remediacion de suelos.

Tabla 2. Estado del arte del estudio del problema.

2. Materiales y Métodos

2.1. Disefio

El presente estudio se desarroll6 con un enfoque cualitativo, experimental, orientado a
identificar hongos enddéfitos presentes en plantas medicinales y evaluar preliminarmente su
capacidad de tolerancia a hidrocarburos. El proceso contemplé la recoleccion de muestras
vegetales, el aislamiento de los microorganismos mediante siembra en medio de cultivo, la
obtencion de cultivos puros, su caracterizacion morfologica macroscopica y microscopica, y la
evaluacion de su crecimiento en presencia un hidrocarburo. Todas las etapas se ejecutaron en
condiciones asépticas y bajo protocolos de bioseguridad, con el fin de garantizar la validez de

los resultados y la trazabilidad de los procedimientos.

2.2. Poblacion y muestra
La poblacion de este estudio comprende, por un lado, plantas medicinales tradicionales

del sur del Ecuador y, por otro, los hongos enddéfitos presentes en dichas plantas.
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Se utilizé un muestreo no probabilistico por conveniencia, seleccionando doce especies
de uso medicinal frecuente y de facil acceso, priorizando aquellas reconocidas por su valor
terapéutico en saberes ancestrales. La eleccion se baso en criterios como frescura, diversidad
morfoldgica, estado sanitario y frecuencia de uso tradicional, y se complementd con
informacidn etnobotanica obtenida mediante entrevistas informales a comerciantes y personas
con conocimiento, quienes compartieron sus conocimientos sobre las propiedades y
aplicaciones de cada planta. Las caracteristicas de cada especie se detallan en la Tabla 1. Entre
las especies incluidas se encuentran hierba luisa (Cymbopogon citratus), menta (Mentha x
piperita), manzanilla (Matricaria chamomilla), cedron (Aloysia citrodora), ruda (Ruta
graveolens), romero (Rosmarinus officinalis), entre otras, previamente descritas en el apartado

1.6.4.

De cada planta seleccionada se tomaron fragmentos de hojas o flores, segun la
estructura predominante. Las muestras fueron rotuladas, empacadas en fundas estériles tipo
Ziploc y trasladadas al laboratorio. Las imagenes correspondientes se presentan en el Anexo 1,
Figuras 8 a 19. Alli se ejecuté la esterilizacion superficial de los fragmentos, con el fin de
eliminar microorganismos epifitos y asegurar que el cultivo reflejara exclusivamente la

microbiota interna.

A partir de estas muestras se obtuvo la poblacion microbiana de interés: hongos
enddfitos, es decir, microorganismos fangicos que habitan de manera asintomatica en los
tejidos internos de las plantas. El procedimiento puede observarse en la Figura 21. Cada
fragmento vegetal fue sembrado en medio Papa Dextrosa Agar (PDA) en condiciones
asépticas. Tras la incubacion, se observaron colonias fngicas que constituyeron la muestra
objeto de analisis, de la cual se seleccionaron cepas puras para su caracterizacion y pruebas de

tolerancia a hidrocarburos.
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Finalmente, se realizO una caracterizacion morfolégica microscopica de las cepas
aisladas, mediante la preparacion de una ldmina con una pequefia porcion del micelio tomada
con un asa de platino, tefiida con azul de metileno y observada al microscopio éptico. Este
procedimiento permitid identificar caracteristicas como la morfologia de las hifas, la presencia
de septos y estructuras reproductivas, que orientan una identificacion preliminar de los hongos
enddfitos presentes. Posteriormente, estas mismas cepas fueron utilizadas en ensayos de
crecimiento en presencia de un hidrocarburo con el propdsito de evaluar su tolerancia y

determinar su potencial uso en procesos de biorremediacion.

2.3. Consideraciones éticas

El estudio se desarrolld siguiendo principios éticos de respeto, responsabilidad y
transparencia. La recoleccion de las muestras vegetales se llevé a cabo sin afectar poblaciones
silvestres ni ecosistemas sensibles. La adquisicion de las especies se efectué en un entorno
comercial regulado, mediante la compra directa a productores y comerciantes locales. La
informacidn etnobotanica proporcionada por los vendedores fue utilizada inicamente con fines
académicos. Las manipulaciones microbiologicas se llevaron a cabo bajo normas de
bioseguridad establecidas para el manejo de microorganismos Yy residuos bioldgicos,
minimizando riesgos para el personal, la comunidad y el ambiente. No se emplearon
organismos modificados genéticamente ni se realizaron ensayos in vivo en animales o seres
humanos. El estudio fue de caracter exploratorio y con fines académicos, sin implicaciones

comerciales.

2.4. Procedimiento experimental
El procedimiento experimental se organizé en varias etapas que permitieron aislar
hongos enddfitos de plantas medicinales y evaluar de forma preliminar su tolerancia a

hidrocarburos.
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Etapa 1: Recoleccion de muestras vegetales

De cada una se tomaron fragmentos sanos de hojas o flores, que fueron etiquetados y
colocados en fundas Ziploc limpias para su traslado al laboratorio en condiciones ambientales.

Registro fotografico en el Anexol, Figura 1 ala 12.

Etapa 2: Preparacion del medio de cultivo

Para el aislamiento de los hongos, se prepard medio Papa Dextrosa Agar (PDA). Se
pesaron 13,44 g de polvo comercial y se mezclaron con 420 ml de agua destilada en un matraz
Erlenmeyer. La mezcla se calentd con agitacion constante hasta su disolucion completa.
Posteriormente, se esterilizo en autoclave a 120 °C durante 15 minutos. Una vez esterilizado,
el medio se vertid en cajas Petri de 9 cm de diametro bajo condiciones asépticas dentro de la

cabina de flujo laminar y se dejé solidificar. Ver figura 13.

Etapa 3: Aislamiento de hongos endofitos

Bajo condiciones asépticas, los fragmentos de tejido vegetal fueron lavados con agua
corriente con el objetivo de remover residuos superficiales. Posteriormente, se procedié a su
desinfeccion mediante una inmersion en etanol al 95% durante aproximadamente un minuto,
seguida de un tratamiento con hipoclorito de sodio al 3% por un periodo de tres minutos.
Concluida esta etapa, se realizaron tres enjuagues consecutivos con agua destilada estéril y los
fragmentos se dejaron secar sobre papel filtro estéril. Cada uno se sembro en el medio de
cultivo PDA previamente preparado, identificando las cajas con el nombre de la planta y la
fecha correspondiente. Las placas se incubaron a 28 °C durante algunos dias, revisando
periédicamente la aparicion de colonias fungicas. Aquellas colonias que presentaron
caracteristicas distintas fueron transferidas a nuevas cajas con PDA fresco para obtener cultivos

puros. La documentacion fotografica de este proceso se muestra en la Figura 14 y 15.



31

Etapa 4: Caracterizacion morfoldgica

Se desarroll6 una descripcién macroscépica de las colonias, considerando aspectos
como color, textura, forma y rapidez de crecimiento. Ademas, se aplicd una observacion
microscopica sencilla, preparando placas con una gota de azul de metileno y una pequefia
porcién de micelio. Ver figura 16. Estas observaciones permitieron identificar rasgos basicos
de desarrollo y estructuras reproductivas, como la forma y el tamafio de los conidios, las
fialides, el tipo de conidiogénesis, asi como la forma y el diametro de las hifas, Utiles para una

clasificacion preliminar.

Para complementar esta descripcion, se elabord un registro fotografico que documenta
tanto los aspectos macroscépicos como microscopicos de las colonias fangicas obtenidas.
Dichas imagenes pueden consultarse en el Anexo 3, Tabla 4 hasta la Tabla 9, que contiene la

secuencia visual correspondiente.

Etapa 5: Pruebas de tolerancia de aislados fungicos frente a hidrocarburos

Para conocer si los hongos podian tolerar la presencia de hidrocarburos, se disefié un
ensayo en el que se coloc6 una gota de hidrocarburo a 2,5 cm del borde de la caja Petri. En el
extremo opuesto se inoculé un fragmento del cultivo puro. Como control, se prepararon placas

sin hidrocarburo que permitieron comparar el comportamiento de las cepas.

Durante el periodo de incubacion se ejecutaron observaciones periodicas, registrando
el crecimiento micelial, cambios de coloracion y cualquier evidencia de interaccion con el

contaminante. La evidencia fotografica se puede encontrar en Anexo 4, Figura 17.

Finalmente, durante todo el ensayo se midio el diametro del crecimiento del micelio
con una regla estéril, registrando diariamente los valores en tablas que se presentan en los

resultados.
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Para cuantificar la inhibicion relativa del crecimiento micelial, se calculé el porcentaje
de inhibicion utilizando la férmula descrita por Van Den Heuvel (Fokkema, 1973):

(D¢ — Dy)

% Inhibicion = 100 X D
c

Donde Dc corresponde al diametro promedio de la colonia en el control sin
hidrocarburo, y D¢ al diametro promedio en presencia del hidrocarburo. Este céalculo permitid

expresar cuantitativamente la reduccion del crecimiento micelial atribuida al contaminante.

2.5. Variables del estudio
En esta investigacion se consideraron las siguientes variables:

. Variable independiente: La exposicion de las cepas de hongos enddéfitos a un
hidrocarburo modelo.

. Variable dependiente: La respuesta de crecimiento micelial de los hongos
enddfitos, evaluada mediante la observacion cualitativa de la expansion del micelio, la
formacion de pigmentos y exudados en el medio de cultivo.

. Variables controladas: Las condiciones de incubacién (temperatura de 28 °C,
tiempo de exposicion), el tipo de medio de cultivo (Papa Dextrosa Agar), la técnica de siembra

en condiciones asépticas y el volumen de hidrocarburo aplicado.

Estas variables fueron seleccionadas para establecer criterios comparativos entre las

cepas analizadas y valorar de manera preliminar su capacidad de tolerancia al contaminante.

3. Resultados y discusion
3.1. Recogida de datos
La toma de datos inicié con la seleccidon y adquisicion de 12 especies de plantas

medicinales, dando prioridad a especies vegetales reconocidas en el medio por su uso
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tradicional y disponibilidad. De cada especie se tomaron fragmentos de hojas o flores, que

fueron rotulados, almacenados en fundas estériles y trasladados al laboratorio.

En condiciones asépticas, los fragmentos se sometieron a un proceso de esterilizacion
superficial y posterior siembra en cajas Petri con medio Papa Dextrosa Agar (PDA). Las cajas
fueron incubadas a 28 °C, y se ejecutd un monitoreo periddico para identificar la aparicion de

colonias flngicas.

Una vez que se pudo ver el desarrollo de micelios de hongos enddfitos, se procedid a
aislar y formar cultivos puros. Finalmente, se caracterizaron morfoldgicamente mediante
observacién macroscopica y microscopica, y se realizaron ensayos de exposicion al

hidrocarburo para evaluar la respuesta de crecimiento en condiciones contaminantes.

3.2. Analisis de los datos

El analisis de los resultados se fundamentd en la evaluacion cualitativa y cuantitativa
del crecimiento fangico en medios de cultivo suplementados con una gota de hidrocarburo,
empleado como hidrocarburo modelo. Para ello, se compararon las cajas Petri con presencia
de contaminante frente a las cajas testigo o de control (sin hidrocarburo), con el objetivo de

identificar diferencias en la capacidad de desarrollo de las cepas aisladas.

Se registrd visualmente la presencia y densidad del micelio, la coloracion del medio y
cualquier signo de modificacion visible del aceite, como variaciones de opacidad o
aclaramiento. A fin de organizar la informacidn, las cepas fueron clasificadas en cuatro

categorias segun su respuesta al hidrocarburo:

o Alta tolerancia: crecimiento evidente comparable al testigo, sin inhibicion visible.

o Tolerancia moderada: crecimiento parcial o reducido respecto al testigo.

« Baja tolerancia: crecimiento claramente limitado frente al testigo.
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e Crecimiento estimulado: crecimiento superior al testigo en presencia del

hidrocarburo.

Para determinar estas categorias de forma cuantitativa, se aplicé el siguiente criterio:
porcentajes de inhibicion iguales o inferiores al 20% se consideraron como alta tolerancia;
entre 21% y 60% como tolerancia moderada; superiores al 60% como baja tolerancia; y valores
negativos se interpretaron como crecimiento estimulado frente al contaminante. Este criterio

permitié clasificar de manera objetiva la respuesta de cada cepa.

Las observaciones se documentaron mediante registros fotograficos y se consignaron
en tablas descriptivas, con la finalidad de facilitar la comparacion entre tratamientos y servir
de sustento al analisis posterior. Asimismo, se incluyé el seguimiento de aspectos morfolédgicos

de las colonias y su evolucion temporal como parte del criterio integral de evaluacion.

Ademas del andlisis cualitativo, se registraron mediciones diarias del diametro del
crecimiento micelial en milimetros, tanto en condiciones control como en presencia de
hidrocarburo. Este registro permitié observar el progreso del crecimiento en el tiempo y
cuantificar la tolerancia de las cepas, complementando las observaciones visuales. Los datos
se organizaron en tablas comparativas que detallan el comportamiento de cada cepa a lo largo

del periodo de incubacion.

Para expresar de forma cuantitativa la inhibicién relativa del crecimiento micelial, se
utiliz6 el porcentaje de inhibicion calculado segin la formula descrita previamente en el
apartado 2.4 (Etapa 5). Este valor permitié estimar la reduccién atribuida al contaminante y

facilitar la clasificacion final de las cepas.

3.3. Presentacion de los datos
A continuacion se presentan los resultados obtenidos en el ensayo de crecimiento

micelial de los hongos endofitos aislados de las diferentes especies vegetales, tanto en medios
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de control como en medios contaminados con hidrocarburo. Los datos se organizaron por
especie hospedante, incluyendo una descripcion general de las caracteristicas observadas y el

resumen cuantitativo de las mediciones finales.

Cada cepa fue evaluada mediante el registro del didmetro de crecimiento micelial y la
clasificacion del nivel de tolerancia al hidrocarburo, de acuerdo con el porcentaje de inhibicion

calculado.

La Tabla 10 muestra el diametro final alcanzado por las colonias en ambas condiciones
y el porcentaje de inhibicion estimado. Este andlisis permitié identificar cepas con alta

tolerancia e incluso casos de crecimiento estimulado frente al contaminante.

Las evidencias fotograficas de las pruebas de tolerancia se presentan en el Anexo 4.1,
Evidencia fotografica Figura 18 hasta la Figura 24; donde se incluyen imagenes comparativas

de cada cepa en medios control y contaminado.

Planta Cepa Diametro Diametro % Clasificacion
Control  Hidrocarburo Inhibicion
(cm) (cm)
Cedroén F1 6.5 7.0 -1.7 Crecimiento
estimulado
F2 9.0 9.0 0.0 Alta tolerancia
F3 9.0 9.0 0.0 Alta tolerancia
F4 9.0 9.0 0.0 Alta tolerancia
F5 2.3 2.3 0.0 Alta tolerancia
F6 9.0 9.0 0.0 Alta tolerancia
Ruda F1 8.5 6.5 235 Moderada tolerancia
Hierba F1 8.5 8.0 5.9 Alta tolerancia
Buena F2 4.3 5.0 -16.3 Crecimiento
estimulado
F4 1.2 2.3 -91.7 Crecimiento
estimulado

F5 55 4.4 20.0 Alta tolerancia
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Hierba F1 2.0 9.0 -350.0 Crecimiento
Luisa estimulado
F2 8.5 75 11.8 Alta tolerancia
F3 7.0 8.5 -21.4 Crecimiento
estimulado
Malva F1 6.0 5.8 3.3 Alta tolerancia
F2 1.8 3.6 -100.0 Crecimiento
estimulado
F3 2.3 2.6 -13.0 Crecimiento
estimulado
Infante F1 3.5 4.4 -25.7 Crecimiento
estimulado
F2 6.5 6.0 1.7 Alta tolerancia
F3 7.0 6.5 7.1 Alta tolerancia

Tabla 3. Didmetro final y porcentaje de inhibicion de las pruebas de tolerancia de aislados

fungicos frente a hidrocarburos.

En conjunto, los resultados obtenidos reflejan la diversidad de respuestas de los hongos
endofitos frente al hidrocarburo modelo, con casos de alta tolerancia, crecimiento estimulado
y tolerancia moderada segun la especie hospedante y la cepa. Estos hallazgos se analizan en
detalle en el apartado siguiente, considerando su relacion con estudios previos y su potencial

aplicabilidad en procesos de biorremediacion.

3.4. Discusion

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la capacidad de crecimiento y la
tolerancia de hongos enddfitos aislados de seis especies de plantas medicinales frente a un
hidrocarburo modelo, con el proposito de identificar cepas con potencial aplicacion en procesos
de biorremediacion. Los resultados obtenidos demostraron una variabilidad considerable en la
respuesta de las cepas, evidenciandose casos de alta tolerancia y de crecimiento estimulado en

presencia del contaminante.

En términos generales, la mayoria de las cepas presentaron porcentajes de inhibicion

iguales o inferiores al 20%, lo que indica una alta tolerancia al hidrocarburo. Destacan
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particularmente los aislamientos de Cedrén, Malva y Hierba Luisa, donde varias cepas
mantuvieron un crecimiento similar o incluso superior al testigo. Este comportamiento podria
estar asociado a la capacidad de ciertos hongos enddfitos de metabolizar compuestos
hidrocarbonados como fuente alternativa de carbono, tal como se ha descrito en estudios

previos (Diaz-Ramirez et al., 2019; Harms et al., 2011).

La observacion de cepas con crecimiento estimulado es consistente con investigaciones
que reportan adaptaciones fisiol6gicas de hongos endofitos frente a contaminantes organicos,
incluyendo la produccién de enzimas oxidativas y metabolitos secundarios que facilitan la
degradacion parcial de los hidrocarburos (Gémez-Ramirez et al., 2020). Asimismo, resultados
similares se describen en el estudio de hongos endofitos presentes en Chuquirahua y Nachag,
donde se evidencio la capacidad de algunas cepas de tolerar y transformar compuestos toxicos

(Hidalgo et al., 2022).

Por otro lado, se registraron algunas cepas con niveles moderados de inhibicion,
especialmente en especies como Ruda y Hierba Buena, lo que sugiere diferencias intrinsecas
en la adaptacién metabdlica y la tolerancia fangica. Estos hallazgos resaltan la importancia de
considerar el origen vegetal y la variabilidad intraespecifica al seleccionar cepas para

aplicaciones biotecnoldgicas (Rios et al., 2018).

Es importante destacar que este estudio se realiz6 bajo condiciones controladas in vitro,
por lo que los resultados constituyen una aproximacion preliminar. Se recomienda efectuar
analisis moleculares de identificacion taxonémica, asi como ensayos adicionales en
condiciones ambientales simuladas, para confirmar la capacidad real de tolerancia y

degradacion de hidrocarburos.
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En conjunto, los resultados obtenidos aportan informacion relevante sobre el
comportamiento de hongos endofitos frente a contaminantes organicos y constituyen una base
para futuras investigaciones orientadas al desarrollo de estrategias sostenibles de

biorremediacion.

Cabe recordar que la clasificacion de tolerancia se fundament6 en los rangos de
porcentaje de inhibicion previamente descritos en el apartado 3.2, lo que permitio estandarizar

la interpretacion de los resultados.

4. Conclusiones y Recomendaciones
4.1. Conclusiones

1. Las plantas medicinales estudiadas son una fuente importante de hongos
enddfitos con diversidad morfologica y respuestas variadas frente a la
exposicion a hidrocarburos, lo que respalda su potencial para aplicaciones
biotecnoldgicas en biorremediacion.

2. Entre las especies evaluadas, los aislamientos procedentes de Cedron (Aloysia
citrodora) y Malva (Malva sylvestris) destacaron por mantener un crecimiento
micelial constante en presencia de hidrocarburo, presentando porcentajes de
inhibicidn bajos o incluso negativos.

3. Por el contrario, la cepa aislada de Ruda (Ruta graveolens) mostré un
crecimiento mas limitado y una reduccion moderada de la expansion micelial,
lo que evidencia que la tolerancia no es uniforme y depende de factores
especificos de cada cepa y del hospedero vegetal.

4. La clasificacion basada en el porcentaje de inhibicién permitié diferenciar la
respuesta de cada aislamiento de forma objetiva y sencilla, constituyéndose en

un criterio util para la seleccion preliminar de cepas con interés biotecnolégico.



39

5. Estos resultados confirman que los hongos endofitos nativos tienen un potencial
relevante como alternativa ecoldgica y de bajo costo para contribuir a la

recuperacion de suelos contaminados por hidrocarburos.

4.2. Recomendaciones

1. Realizar estudios complementarios que incluyan la identificacion molecular de
las cepas, con el fin de precisar su clasificacién taxondmica y relacionarla con
su capacidad de tolerancia al contaminante.

2. Desarrollar ensayos adicionales en condiciones de campo 0 en sistemas
controlados que simulen ambientes contaminados, para verificar la efectividad
de los hongos enddéfitos en procesos de biorremediacion.

3. Analizar la produccion de metabolitos secundarios y enzimas implicadas en la
degradacion de hidrocarburos, para comprender mejor los mecanismos
fisioldgicos que intervienen.

4. Promover la conservacion de la biodiversidad microbiana asociada a plantas
medicinales locales, valorando su importancia ecoldgica y su posible
aprovechamiento en tecnologias ambientales sostenibles.

5. Fomentar la vinculacion de estos hallazgos con proyectos académicos y
comunitarios orientados a la recuperacion de zonas afectadas por actividades
extractivas o derrames de hidrocarburos, promoviendo la transferencia de

conocimientos y el uso de soluciones de bajo costo.
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6. Apéndice/Anexos

A continuacion se presentan los anexos correspondientes al presente estudio. Estos
materiales complementarios contienen la informacion detallada que respalda los resultados
expuestos en los capitulos anteriores, incluyendo el registro diario de las mediciones de
crecimiento micelial, las evidencias fotograficas de las colonias en medios de control y

contaminado, y la descripcién morfologica de los aislamientos.

La informacion contenida en los anexos constituye un insumo adicional para la

interpretacion de los datos y la validacion del procedimiento experimental desarrollado.

Anexo 1. Fotografias de plantas medicinales elegidas
En este anexo se presentan imagenes individuales de las plantas medicinales

seleccionadas para el aislamiento de hongos endofitos.

Cada fotografia incluye la denominacién comun y el nombre cientifico
correspondiente, lo que permite una correcta identificacion botanica de las muestras utilizadas

en el estudio.

Hierba Luisa — Cymbopogon citratus

Figura 1. Planta medicinal: Hierba Luisa - Cymbopogon citratus..
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Menta - Mentha x piperita

Figura 2. Planta medicinal: Menta - Mentha x piperita. Elaboracion propia.

Cedron - Aloysia citrodora

Figura 3. Planta medicinal: Cedron - Aloysia citrodora. Elaboracion propia.



Llantén - Plantago major

Figura 4. Planta medicinal: Llantén - Plantago major. Elaboracion propia.

Ruda - Ruta graveolens

Figura 5. Planta medicinal: Ruda - Ruta graveolens. Elaboracién propia.
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Sangorache - Amaranthus quitensis

Figura 6. Planta medicinal: Sangorache - Amaranthus quitensis. Elaboracién propia.

Manzanilla - Matricaria chamomilla

Figura 7. Planta medicinal: Manzanilla - Matricaria chamomilla. Elaboracion propia.
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Romero - Rosmarinus officinalis

Figura 8. Planta medicinal: Romero - Rosmarinus officinalis. Elaboracion propia.

Hierba de infante - Clinopodium brownei

Figura 9. Planta medicinal: Hierba de infante - Clinopodium brownie. Elaboracion propia.



Malva - Malva sylvestris

Figura 10. Planta medicinal: Malva - Malva sylvestris. Elaboracién propia.

Malva Morada - Lavatera arbdrea

Figura 11. Planta medicinal: Malva Morada - Lavatera arb6rea. Elaboracion propia.
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Hierba Buena - Mentha spicata

Hierbe

{ ‘!"{ [

Figura 12. Planta medicinal: Hierba Buena — Mentha spicata. Elaboracién propia.

Anexo 2. Registro fotografico del aislamiento de hongos endofitos

Este anexo presenta una secuencia visual del proceso experimental realizado en el
laboratorio. Se incluye la preparacién del medio de cultivo PDA, asi como las distintas etapas
del aislamiento de hongos endofitos a partir de fragmentos vegetales obtenidos. Las imagenes
documentan desde la preparacion del medio hasta la siembra, incubacion y crecimiento fungico

en condiciones controladas.
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Figura 13. Preparacion del medio de cultivo

Nota. a) Pesado del medio en polvo; b) Medicién de agua destilada; c) Disolucién y calentamiento del
medio; d) Esterilizacién en autoclave; €) Vertido del medio en cajas Petri en campana de flujo laminar.

Elaboracion propia a partir de fotografias del proceso de laboratorio.
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Figura 14. Registro fotogréfico del aislamiento de hongos endofitos

Nota. a) Desinfeccidn superficial y preparacion de fragmentos vegetales; b) Siembra de fragmentos en
medio PDA,; c) Incubacion en estufa a 28 °C; d) Crecimiento de colonias fiingicas en medio PDA. Elaboracién

propia.
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Figura 15. Subcultivo de hongos enddfitos en medio PDA para obtencion de cultivos puros.

Nota. a) Cepas obtenidas a partir de fragmentos de Aloysia citrodora (Cedron); b) Cepas de Mentha x
piperita (Hierba buena); c) Cepas de Aloysia citriodora (Hierba luisa); d) Cepas de Malva sylvestris (Malva); €)

Cepas de Ruta graveolens (Ruda); f) Cepas de Bidens pilosa (Infante). Elaboracion propia.
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Anexo 3. Tablas de descripcion macroscopica y microscopica de las cepas

aisladas.

En este apartado se presentan las tablas que resumen la descripcion morfoldgica de las

cepas aisladas. Se detallan aspectos macroscépicos (color, textura, forma de la colonia) y

caracteristicas observadas en microscopio 6ptico, lo que complementa la informacion

fotografica y cuantitativa expuesta en los capitulos de resultados.

Figura 16. Preparaciones en portaobjetos tefiidas con azul de metileno para la observacién

microscopica de las hifas de hongos endofitos aislados. Elaboracion propia.

Planta
medicinal

Cadigo

Cepa/ hongo

Aspecto macroscopico

Aspecto microscopico

Descripcion breve

Infante -
Clinopodium
brownei

F1

Rhizopus o
Mucor

Hifa septada con esporangio
terminal globoso, morfologia
caracteristica de hongos
filamentosos con
reproduccion asexual
mediante esporangios.

F2

Mycelia sterilia

Hifas septadas, ramificadas,
sin presencia evidente de
estructuras reproductivas.

Micelio homogéneo,
compatible con estado
vegetativo.

Tabla 4. Descripcion macroscopica y microscopica de Infante. Elaboracién propia.
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Planta
medicinal

Codigo

Cepa/ hongo

Aspecto macroscopico

Aspecto microscopico

Descripcion breve

Ruda - Ruta
graveolens

F1

Aspergillus u
hongo
saprofito

Crecimiento micelial blanco, de
aspecto algodonoso y cobertura
homogénea en la superficie del

medio. Al microscopio, se

observa Unicamente hifa septada

sin estructuras reproductivas

diferenciadas. Identificacion
preliminar como hongo
filamentoso saprofito.

Tabla 5. Descripcion macroscopica y microscopica de Ruda. Elaboracion propia.

Planta
medicinal

Codigo

Cepa/ hongo

Aspecto macroscopico

Aspecto microscopico

Descripcién breve

Malva - Malva
sylvestris

F1

Rhizopus

Colonia densa, de color
marrén oscuro con borde
mas claro; micelio aéreo
abundante; hifas cenociticas
y esporangios esféricos
visibles.

F2

Rhizopus

Colonia algodonosa,
crecimiento limitado,
pigmentacion amarillenta
central; hifas hialinas y
esporangios terminales.

F3

Rhizopus

Colonia compacta, tono
marrén con centro elevado;
micelio superficial; hifas no

septadas y esporangios bien
definidos.

Tabla 6. Descripcion macroscopica y microscopica de Malva. Elaboracion propia.
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Planta
medicinal

Cadigo

Cepal/ hongo

Aspecto macroscopico

Aspecto microscopico

Descripcion breve

Hierba buena -
Mentha spicata

F1

Aspergillus

Colonia pigmentada negra,
con borde claro, textura
seca

F2

Rhizopus u otro
zigomiceto.

Hifa septada con esporangio
terminal globoso, observada
al microscopio. Morfologia
caracteristica de hongos con
reproduccion asexual
mediante esporangios

F4

Rhizopus u otro
zigomiceto.

Hifa septada con esporangio
terminal globoso, observada
al microscopio. Morfologia
caracteristica de hongos con
reproduccion asexual
mediante esporangios

F5

Mycelia sterilia

Colonia de micelio blanco
Cremoso, expansion
irregular, con zonas centrales
compactas y margen laxo.

Tabla 7. Descripcion macroscopica y microscopica de Hierba Buena. Elaboracion propia.




Planta
medicinal

Cadigo

Cepa/ hongo

Aspecto macroscopico

Aspecto microscépico

Descripcion breve

Cedrén -
Aloysia
citriodora

F1

Mycelia sterilia

Crecimiento micelial blanco,
denso, con aspecto
algodonoso y cobertura
homogénea. No se observaron
estructuras esporuladas a
simple vista.

F2

Cladosporium

Micelio blanco con zonas
oscuras. Al microscopio se
observan hifas septadas y
ramificadas, con estructuras
globosas que sugieren
esporangios inmaduros.
Crecimiento aéreo irregular y
pigmentacion localizada.

F3

Cladosporium

Colonia con crecimiento aéreo
y zonas centrales de
coloracion grisacea a negra,
probable desarrollo de
conidios 0 esporangios.

F4

Fusarium

Muicelio superficial denso,
coloracién marrdn claro,
aspecto aterciopelado.
Distribucién uniforme en la
superficie del medio.

F5

Mycelia sterilia

Crecimiento de micelio blanco
disperso con zonas de
pigmentacion amarillenta. Se
observan sectores mas
compactos, sin esporulacion
evidente.

F6

Alternaria

Micelio con abundante
formacion de estructuras
negras, posible desarrollo de
cuerpos reproductivos.
Cobertura parcial de la
superficie.

Tabla 8. Descripcion macroscopica y microscopica de Cedron. Elaboracion propia.
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Planta

medicinal Codigo | Cepa/hongo | Aspecto macroscopico Aspecto microscopico Descripcién breve
Hifa septada con vesicula
terminal que porta conidios
en formacion, distribucion
Ascomiceto en cadenas. Morfologia
filamentoso, compatible con hongos
F1 posiblemente filamentosos con
Penicillium reproduccién asexual por
conidios, probable
Penicillium u otro
Hierba Luisa - ascomiceto.
Aloysia
citriodora Hifa septada con vesicula
terminal que porta conidios
en formacion, distribucion
Ascomiceto en cadenas. Morfologia
filamentoso, compatible con hongos
F2 posiblemente filamentosos con
Penicillium reproduccién asexual por

conidios, probable
Penicillium u otro
ascomiceto.

Tabla 9. Descripcion macroscopica y microscopica de Hierba Luisa. Elaboracion propia.

Anexo 4. Pruebas de tolerancia de aislados fangicos frente a hidrocarburos

Figura 17. Pruebas de Tolerancia de aislados fungicos frente a hidrocarburos
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Nota. Se observa el desarrollo diferencial de las cepas enddfitas aisladas en medio Papa Dextrosa Agar
(PDA). Las placas que contienen hidrocarburo permiten contrastar el crecimiento de los hongos en presencia del
hidrocarburo respecto a los testigos sin contaminante. Las muestras corresponden a subcultivos obtenidos de

distintas plantas medicinales seleccionadas. Elaboracion propia.

Anexo 4.1. Evidencias fotograficas

En este anexo se presentan imagenes que documentan el crecimiento micelial de las
cepas de hongos endofitos evaluadas en medios de cultivo control y contaminado con
hidrocarburo. Las fotografias fueron tomadas durante el periodo de incubacion y muestran las
diferencias en la expansiéon de las colonias, la produccién de pigmentos y otros cambios

morfoldgicos asociados a la respuesta de cada cepa frente al contaminante.

Cada figura incluye la identificacion de la especie hospedante, la condicién del medio de
cultivo y la fecha de registro, lo que permite visualizar de manera detallada la evolucién

temporal del crecimiento micelial.

RudaFL 4 Miércoles

Testigo

Hidrocarburo

Figura 18. Registro fotografico de la tolerancia de la cepa de la Ruda F1
Nota. Cultivo en medio PDA a 28 °C durante los dias de incubacion. Se observa el crecimiento en condiciones de

testigo (fila superior) y con hidrocarburo (fila inferior). Elaboracion propia.
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Hierba LuisaFL

Miércoles

Testigo

Hidrocarburo

Hierba Luisa 2

Testigo

Hidrocarburo

HierbaLuisaF3

Testigo

Hidrocarburo

Figura 19. Registro fotografico de la tolerancia de las cepas de Hierba Luisa F1, F2'y F3

Nota. Cultivo en medio PDA a 28 °C durante los dias de incubacion. Se observa el crecimiento en condiciones de

testigo (fila superior) y con hidrocarburo (fila inferior). Elaboracion propia.
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Malva FL

Miércoles

Testigo

Hidrocarburo

Malva R2

Testigo

Hidrocarburo

Malva F3

Testigo

Hidrocarburo

Figura 20. Registro fotografico de la tolerancia de las cepas de Malva F1, F2 y F3

Nota. Cultivo en medio PDA a 28 °C durante los dias de incubacion. Se observa el crecimiento en condiciones de

testigo (fila superior) y con hidrocarburo (fila inferior). Elaboracion propia.



HierbaBuena FL

Miércoles

Testigo

Hidrocarburo

HierbaBuena 2

Testigo

Hidrocarburo

HierbaBuenaF4

Miércoles

Testigo

Hidrocarburo

HierbaBuena 5

Testigo

Hidrocarburo
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Figura 21. Registro fotografico de la tolerancia de las cepas de Hierba Buena F1, F2, F4y F5

64

Nota. Cultivo en medio PDA a 28 °C durante los dias de incubacion. Se observa el crecimiento en condiciones de

testigo (fila superior) y con hidrocarburo (fila inferior). Elaboracion propia.

Infante FL

Miércoles

Testigo

Hidrocarburo

Infante F2

Testigo

Hidrocarburo

Infante F3

Testigo

Hidrocarburo

Figura 22. Registro fotogréafico de la tolerancia de las cepas de Infante F1, F2y F3

Nota. Cultivo en medio PDA a 28 °C durante los dias de incubacion. Se observa el crecimiento en condiciones de

testigo (fila superior) y con hidrocarburo (fila inferior). Elaboracion propia.
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Cedrén F1

Miércoles

Testigo

Hidrocarburo

Cedrén R2

Testigo

Hidrocarburo

Cedréon F3

Testigo

Hidrocarburo

Figura 23. Registro fotografico de la tolerancia de las cepas de Cedron F1, F2y F3

Nota. Cultivo en medio PDA a 28 °C durante los dias de incubacion. Se observa el crecimiento en condiciones de

testigo (fila superior) y con hidrocarburo (fila inferior). Elaboracion propia.
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Cedrén H

Miércoles

Testigo

Hidrocarburo

Cedrén B

Martes

Miércoles

Testigo

Hidrocarburo

Cedron F6

Testigo

Hidrocarburo

Figura 24. Registro fotografico de la tolerancia de las cepas de Cedrén F4, F5y F6 .

Nota. Cultivo en medio PDA a 28 °C durante los dias de incubacion. Se observa el crecimiento en condiciones de

testigo (fila superior) y con hidrocarburo (fila inferior). Elaboracion propia.



Anexo 4.2. Registro diario
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En este anexo se presenta el detalle de las mediciones diarias del diametro de

crecimiento micelial (en centimetros) de las cepas evaluadas en medios de control y

contaminados con hidrocarburo. Esta informacion complementa la clasificacion final de

tolerancia y permite observar la evolucion temporal del desarrollo micelial.

Fecha Séabado 28/06/2025 Martes 01/07/2025 Miércoles 02/07/2025 Jueves 03/07/2025
Testigo Hidrocarburo Testigo Hidrocarburo Testigo Hidrocarburo Testigo | Hidrocarburo
Planta Cepa
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
Hierba F1 1,5 5 1,5 8,5 2 9 2 9
luisa F2 4 4,5 7,5 5,5 8 7 8,5 75
F3 7 3 7 7 7 7,5 7 8,5
F1 3 3,5 8 6 8,5 7 8,5 8
Hierba F2 3 3 3,5 4,5 4,3 6,5 5 7
buena F4 1 1 1 2 1 2,2 1,2 2,3
F5 2,5 2,3 4 3,5 53 4 5,5 4.4
F1 2,5 3 3 4 3,5 4,5 3,5 4,5
Infante F2 5 5 6 6 6,2 6 6,5 6
F3 6,5 5 7 5 7 6 7 6,5
F1 3 3 5 5 6 5,6 6,5 5,8
Malva F2 1.5 2 1,5 3 1,5 3,2 1,8 3,6
F3 15 1 2 2 2 2,2 2,3 2,6
F1 4 3 5,5 5,5 6,5 6,5 7 7
F2 7 3 9 9 9 9 9 9
Cedrén F3 9 9 9 9 9 9 9 9
F4 9 9 9 9 9 9 9 9
F5 1 15 1,8 2 2 2 2,3 2,3
F6 9 9 9 9 9 9 9 9
Ruda F1 4 3 6,5 55 8 6 8,5 6,5

Tabla 10. Registro diario de las pruebas de tolerancia de aislados fungicos frente a hidrocarburos.

Elaboracién propia.




