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RESUMEN  

La fijación biológica del Nitrógeno es un proceso que aporta con un 65% de fijación 

anual de N al ecosistema; ejecutada por microorganismos fúngicos capaces de reducir 

la forma atmosférica del N en  forma asimilable. Existen varias actividades antrópicas 

que han favorecido el aumento de la adicción de N, lo que ha generado la duplicación 

de la cantidad de N que es incorporado por año en los diferentes ciclos biológicos del 

suelo. El presente estudio tiene como objetivo caracterizar molecularmente y 

criopreservar hongos asociados con la respuesta al estrés por N. Seleccionando 

suelos sometidos a un alto estrés por adicción de N junto a suelos control, de los 

cuales se aisló los hongos cultivables para ser caracterizados a través de técnicas 

moleculares. Obteniendo como  resultado 43 cepas caracterizadas por morfología 

básica (color, forma y tamaño). La filogenia indico la presencia del Phylum 

Ascomycota con dos clados. Eurotiales (Penicillium cf. Citrinum, Aspergillus cf. Nigger 

y Aspergillus sp). El clado Hypocreales presenta los géneros (Metarrhzium sp. 

Clonostachys sp y Tolypocladium sp) y el filum Zygomycota con el género Morlierella 

sp. El porcentaje de reactivación de las cepas criopreservadas fue de un 98%. 

Palabras Clave: Actividad antrópica., caracterización molecular., criopreservación., 

hongos cultivables. 
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ABSTRACT 

Biological nitrogen fixation is a process that provides a 65% annual N fixation 

ecosystem; executed by fungal microorganisms capable of reducing atmospheric form 

of nitrogen in an assimilable form. There are several human activities that have favored 

increasing addiction of N, which has led to the doubling of the amount of nitrogen that 

is incorporated by year in the different life cycles of the earth. This study aims to 

characterize molecularly and cryopreserved fungi associated with the stress response 

of nitrogen, soils subjected to high stress addiction nitrogen with soil control, which 

cultivable fungi was isolated to be characterized and classified were selected 

morphologically through molecular techniques. Which resulted in 43 strains 

characterized by basic morphology (color, shape and size), the genera found 

Penicillium cf. citrinum, Aspergillus sp, Aspergillus cf. nigger, Metarrhzium sp, sp 

Clonostachys, Tolypocladium sp and sp Morlierella; reactivating the percentage of 

strains cryopreserved were was 98%. 

Keywords: anthropic activity, molecular characterization, cryopreservation, culturable 

fungi. 
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INTRODUCCIÓN 

Los bosques montanos tropicales son ecosistemas con un alto grado de diversidad 

biológica, pero se encuentran altamente amenazados por su vulnerabilidad ante los 

cambios globales (cambio climático y mal uso de los suelos (Cuesta et al., 2009). 

Aparte de su gran diversidad biológica, estos ecosistemas favorecen el desarrollo de 

microorganismos del suelo debido a  la gran cantidad de variaciones ambientales 

(Torrachi, 2002). La deposición atmosférica  ha aumentado notablemente por fuentes 

antropogénicas en los últimos décadas (Baldos, Corre, & Veldkamp, 2015), debido a la 

industrialización, los vehículos; el uso de productos químicos, el uso de fertilizantes, la 

quema de biomasa.(Montaño & Sandoval, 2007). Por eso, actualmente los suelos 

tropicales no administrados aportan  con el 30% de las emisiones globales de N2O, el  

cual es un principal gases de invernadero. Eso se debe a los altos niveles de N en los 

suelo tropicales que resulta, aparte de la modificación de la biota, en la aceleración de 

ciclo de descomposición y fijación de N en estos ecosistemas (Müller, Matson, Corre, 

& Veldkamp, 2015).  

La fijación del nitrógeno depende únicamente de los microorganismos que poseen la 

capacidad de reducir el N de estado libre, que se encuentra en la atmosfera (N2) a 

amonio (NH4). El amonio puede ser asimilado fácilmente por otros organismos y las 

plantas. Sin este proceso existía una deficiencia de compuestos nitrogenados en los 

suelos, porque la fijación de N por microorganismos es esencial para los ecosistemas 

(Mantilla-paredes et al., 2009).  

La adición de N afecta todos los procesos en el suelo, pero especialmente los 

procesos biológicos. (Craine et al., 2015). Los procesos biológicos son desarrollados 

por microorganismos (bacterias y hongos) que se encuentran asociados al tipo del 

suelo. Sus funciones en el ecosistema son de vital importancia para procesos 

bioquímicos y procesos de degradación, que resultan en una mayor disponibilidad de 

elementos químicos y nutrientes. Además, los microorganismos influyen de manera 

directa en el desarrollo de las especies microbianas (Castellanos et al., 2010).  

Dentro de las comunidades microbianas las comunidades fúngicas son de gran 

interés, porque funcionan como un indicador de la salud de los ecosistemas. Una gran 

diversidad de hongos indica la capacidad de los ecosistemas para recuperarse ante 

daños ambientales (p.ej. adición excesiva de N). Además, las comunidades fúngicas 

juegan un papel importante en la degradación de la materia orgánica y en el ciclo 
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natural de N. Aparte de eso representan la mayor parte de la biomasa microbiana en 

los suelos (Ramírez, 2014).  

El objetivo de este estudio es caracterizar la morfología básica y molecular de la 

diversidad de hongos de un suelo de bosque montano tropical en el sur del Ecuador.  

Los bosques montanos de esta región representan el 11% de los bosques montanos 

tropicales del mundo (Müller et al., 2015), pero sus suelos son altamente afectados por 

la adición excesiva de N. El presente trabajo analiza el impacto potencial asociado a la 

adición sostenida de N y la conservación de los hongos aislados mediante el método 

de criopreservación. El aislamiento implica algunas limitaciones, como la dificultad de 

obtener toda la composición fúngica del suelo (Ramírez, 2014), debido a que el 

método de diluciones aplicado solo permite aislar los hongos cultivables del suelo (Kirk 

et al., 2004). Otra dificultad es la identificación  de las cepas fúngicas con métodos 

basados en la lisis del micelio del hongo y en técnicas moleculares para la extracción 

de ADN, debido a la descomposición de los ácidos nucleicos  que puede causar 

problemas en el posterior análisis de PCR (Wintzingerode et al., 1997). 

El trabajo está dividido en tres capítulos: el primer capítulo incluye el marco teórico 

donde se detalla la importancia de microorganismos (hongos) en la fijación de N. 

También se presentan los métodos generales de aislamiento y cultivo junto a los 

métodos de caracterización molecular (extracción de ADN – PCR). En el segundo 

capítulo se presentan los Materiales y Métodos usados, incluyendo una descripción del 

trabajo de campo y el análisis en laboratorio con los métodos aplicados a las muestras 

recolectadas y la caracterización molecular de cada una de las cepas aisladas. El 

tercer capítulo describe los resultados donde se expone la caracterización morfológica 

básica y molecular de los hongos cultivables del suelo. 
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OBJETIVOS 

Objetivo General 

Analizar los cambios que se producen en la composición fúngica del suelo ante la 

adición sostenida de altos niveles de nitrógeno 

Objetivos Específicos 

 Caracterizar la morfología básica y molecular de la diversidad de hongos del 

suelo que potencialmente estaría asociada a cambios producidos por la adición 

sostenida de nitrógeno. 

 Conservar mediante un método de criopreservación la diversidad de hongos 

microbianos aislados de suelos sometidos a una adición sostenida de 

nitrógeno. 
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1. Nitrógeno en los suelos Tropicales.  

El N es un elemento considerado abundante en la atmosfera, se caracteriza por ser 

estable y debido a esta cualidad presenta dificultad para combinarse con otros 

elementos presentes en el medio ambiente. Sin embargo  gracias a procesos 

biológicos que son llevados a cabo por bacterias y hongos. Este elemento puede ser 

asimilable al romper los enlaces de su estructura, por medio de enzimas dando como 

resultado compuestos nitrogenados que son asimilables por los diversos 

microorganismos presentes en los suelos (Ciceana, 2007).   

La principal fuente de reserva de este elemento es la atmosfera, en donde se 

encuentra en un 78% (Perdomo & Barbazán, 1999). El N pasa por un proceso para 

poder asimilado por los diversos organismos. El ciclo del N está formado por 3 etapas: 

Amonificación, Nitrificación y Asimilación. La Amonificación es el proceso de 

descomposición de compuestos nitrogenados encontrados en el suelo  a complejos 

orgánicos asimilables, este proceso es realizado por hongos y bacterias. El resultado 

de este proceso es la liberación del amoniaco (NH3). La nitrificación es la oxidación del 

NH3 y la generación de energía; como resultado óxido nítrico (NO). La asimilación es 

el consumo de los resultados anteriores por los microorganismos presentes en los 

suelos (Iñon, 2015). 

Se considera que por hectárea de suelo existe aproximadamente 300.000 toneladas 

de N (Perdomo & Barbazán, 1999). Gracias a procesos microbiológicos el aire que se 

encuentra en el suelo es halla enriquecido por N2O o NH3 (Perdomo & Barbazán, 

1999). Otra de las reservas importantes de N en los suelos es la materia orgánica del 

suelo (MOS) la cual es primordial para flujo del N. Un estudio realizado por Matus, F & 

Maire G en el 2000  muestra como resultado que la calidad de aportes orgánicos que 

se realicen en el suelo marcan diferencias en las tasas de mineralización del N. La 

mineralización del N es un  proceso que se produce en los suelos (Echeverria, San 

Martín, & Bergonzi, 2000). La mineralización de dicho elemento empieza por la 

fragmentación del N, que se encuentra disponible para ser transformado a elementos 

que son asimilables por otros microorganismos, y de esta manera permitir la utilización 

del N en los diversos procesos biológicos  (Echeverria et al., 2000). 

Los microorganismos presentes en los suelos utilizan los resultados de la 

mineralización los cuales intervienen en dos grandes procesos microbianos de 

nitrificación y desnitrificación. La nitrificación es un proceso que se realiza de manera 

aerobia (en presencia de oxígeno) que en gran parte depende del amonio (NH + 4NH4) 
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y por N orgánico que son utilizados como fuente de energía y por sustratos. Mientras 

que la desnitrificación es un proceso anaerobio (sin oxígeno) que se encuentra 

manejado en gran parte por los microorganismos y por la disponibilidad de nitratos 

(Müller et al., 2015).  

Los procesos antes mencionados juegan un papel importante en el  ciclo del N. En el 

suelo se considera que este ciclo se realiza de manera conservadora  (ya que las 

tasas de producción de N y de consumo son similares), lo que da como resultado que 

el ciclo del N sea un proceso estable (Porter, Tonnessen, Sherwell, & Richard Grant, 

2000)..  

1.1 Fijación del nitrógeno por microorganismos.  

La interacción y la composición es un factor de gran relevancia en las poblaciones 

microbianas del suelo (Sivila de Cary & Angulo, 2006). El papel de los 

microorganismos en la asimilación del N es primordial porque este se encuentra 

formando parte de los procesos orgánicos dentro de sus células. Una de las 

principales funciones que cumplen es la inmovilización temporal del N pasando a 

formar parte del “ciclo interno del Nitrógeno (Frioni, 2005). 

El nitrógeno en los suelos se encuentra en valores próximos a 0.02 a 0.4% y en suelos 

orgánicos en un 2%. La mayor parte del N no puede ser asimilable directamente por 

los organismos, de tal manera que un gran porcentaje debe ser asimilado por medio 

de microorganismos (Frioni, 2005). Entre la microflora que se encuentra presente en 

los suelos y que a su vez interviene en los procesos de asimilación del N tenemos 

especies de bacterias como por ejemplo bacterias anaerobias estrictas como 

Clostridium y facultativas como  Klebsiela, pero también aerobias como Azotobacter, , 

también existen hongos, protozoarios, los cuales cumplen funciones por medio de 

enzimas extracelulares (Frioni, 2005). La asimilación del N por hongos se da por 

diversas enzimas, como es el caso de la dinitrogenasa (N2-asa), que cataliza las 

reacciones de reducción y permite el paso de N a NH3, dando paso a su vez a la 

liberación de hidrógeno (Rodríguez, Sevillano, & Sobramaniam, 1985). 
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1.2 Reino de los Hongos.  

Los hongos son organismos que se pueden presentar de manera macroscópica y 

microscópica. Estos cumplen una función fundamental en los ecosistemas que 

habitan, ya que priorizan la degradación de  los residuos orgánicos generados por 

otros seres vivos (Antonio, Castro, Castelán, Elena, & Casselis, 2014). 

Comprenden la mayor parte de la biomasa que se encuentra en el suelo, su presencia 

se considera como un parámetro de evaluación de salud de un ecosistema. Producen 

un sin número de metabolitos secundarios que tienen propiedades valiosas a 

diferentes niveles de aplicación. Aunque los hongos han sido estudiados desde la 

antigüedad la mayoría de los organismos se mantienen sin caracterizar (Borneman & 

Hartin, 2000). Se conocen cerca de 80000 a 120000 especies de hongos hasta la 

actualidad, con un estimado de 1,5 millones de especies en total; son un grupo que 

generalmente se encuentra envuelto es disputas sobre su  pertenencia en el grupo de 

Eucariotas (Webster, J., Weber, 2007). 

Los hongos se encuentran interactuando con el suelo y se constituyen como uno de 

los conjuntos más destacados de organismos que influyen en el suelo. Debido a que 

interactúan con la parte biótica, abiótica y sus elementos (Blanco & Gutiérrez, 2014). 

Los procesos de interacción se llevan a cabo por medio de microorganismos como lo 

son bacterias y hongos, estos pueden ser de por medio de dos métodos químicos 

(lluvias y rayos) y biológicos (por microorganismos) por los cuales se puede lograr la 

fijación del N2 atmosférico (Cerón & Aristizábal, 2012) 

El método químico consiste en la combinación del elemento oxigeno con el N que se 

encuentra en la atmosfera se combinen. Cuando existen procesos naturales como lo 

son la liberación de rayos y lluvias, fenómenos que forman compuestos nitrogenados 

que son arrastrados por las lluvias a los suelos.   La vía biológica se lleva a cabo por 

procesos de transformación de N2 en NH3 que se encuentra ionizado y pasa a ser NH4. 

Estos cambios son posibles gracias a enzimas nitrogenasas que son segregadas por 

bacterias y hongos (figura 1) (PQBio. 2007). 
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Figura 1: Esquema modificado de ciclo de nitrógeno (López, 2015). 

1.3 Degradación del Nitrógeno por la Composición Fúngica del Suelo. 

Los hongos son capaces de asimilar el N mediante procesos enzimáticos, los cuales 

consisten en romper los puentes de N. De esta manera quedan disponibles para ser 

asimilados por los diferentes microorganismos (Unavarra.es, 2016). La reacción 

química  que se lleva a cabo es la siguiente. 

                   N2 + 16 ATP + 10 H+ + 8 e- → 2 NH4+ + H2 + 16 Pi + 16 ADP 

Dicho complejo presenta sensibilidad ante el oxígeno, pero gracias a las adaptaciones 

que presentan los hongos permiten que se dé la fijación del N en vida libre y también 

en asociaciones con otros organismos como es el caso de las asociaciones hongo-

bacteria (Unavarra.es, 2016). 

1.4 Diversidad de hongos fijadores de nitrógeno 

La diversidad se define como una propiedad que presentan los microorganismos a 

presentar variaciones (Tamez, 2003); desde la antigüedad se han realizado trabajos 

sobre la diversidad que existe en los suelos, sin embargo dichos estudios no describen 

en su totalidad la diversidad de la microflora del suelo, de aquí la importancia de medir 

las poblaciones microbianas (Sivila & Dominique, 1994). 
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Los microorganismos se encuentran distribuidos en gran parte de los ecosistemas, ya 

que poseen gran plasticidad lo que les permite estar en ecosistemas variados y con 

gran variedad de subambientes (Olalde & Aguilera, 1998). Una gran parte de 

microorganismos se encuentran degradando materia orgánica para hacer que esta se 

encuentre disponible para procesos biológicos y metabólicos de los mismos. La 

diversidad de hongos que se puede encontrar en los suelos  “Según Mayea 1991 son, 

Giri 2005 los géneros más comunes en los suelos son: Acrostalagmus, Aspergillus, 

Acremonium, Botrytis, Cephalosporium, Gliocladium, Monilia, Penicilliun, 

Scopulariopsis, Spicaria, Trichoderma, Trichothecium, Verticillium, Alternaria, 

Cladosporium, Pillularia, Cynlindrocarpon, Fusarium, Absidia, Cunninghamella, 

Mortierella, Mucor, Rhizopus, Zygorunchus, Pythium, Chaeteomin, Rhizoctonia”.  

La diversidad de hongos que participan en los procesos de descomposición y fijación 

de nitrógeno según la literatura se encuentran formando parte del Phylum dentro del 

cual se encuentran Ascomycota, Basidiomicota, Zygomicota y  Glomeromycota, 

Aureobasidium, Bionectria, Drechslera, Geomuces, Fusarium, Mucor, Leptosphaeria, 

Penicillium, Tricoderma entre otros (Avellaneda-Torres, L.M., Torres-Rojas, E. 2013).  

1.5  Caracterización de Morfología Básica de Hongos.  

La taxonomía aplicada a la identificación de hongos se basa en la descripción 

morfológica de las especies y géneros. Que dependen de las condiciones en que se 

conserven las cepas (Gónzalez, 2014). Los errores generados por la precaria 

identificación morfológica de las cepas son solucionados con la aplicación de las 

técnicas moleculares que se fundamentan en el análisis de ADN extraído de las 

muestras aisladas (Gónzalez, 2014).  

La caracterización de la morfología básica de los hongos aislados en cultivos puros 

nos ayuda en la identificación a nivel de familia. Dicha caracterización puede ser 

acompañada de análisis moleculares (Garibay-Orijel, Morales-Marañon, Domínguez-

Gutiérrez, Flores-García2, & Flores-García, 2013). La caracterización de la morfología 

básica de los aislados se realizó tomando en cuenta caracteres básicos como es el 

tamaño de la colonia (pasado un tiempo de crecimiento de 7 días), de la misma 

manera se realizó la toma de la coloración que presentó y se obtuvo los datos de la 

forma que presento cada una de las colonias puras aisladas.   

1.6 Métodos de aislamiento y cultivo en Hongos.  
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Para un mejor estudio de la diversidad de hongos, se realiza el aislamiento de colonias 

o fructificaciones fúngicas, los cuales pueden ser extraídos de varios tipos de 

ambientes. Los mismos que juegan un importante papel en procesos biológicos de los 

suelos   (Cepero et al., Webster, J., Weber, 2007). Una de las limitantes del cultivo in 

vitro de los hongos es la incapacidad para esporular que tienen muchos de los 

aislados en medios de cultivo (Vanegas Berrouet, Gutiérrez Sánchez, & Marín 

Montoya, 2014) 

Para el aislamiento de hongos se presentan varias técnicas que tienen por objeto 

aislar el material fúngico hasta llegar a un estado puro es decir que no presente 

contaminación alguna. Los cuales pueden ser específicos o generales. Entre las 

técnicas a ser utilizadas están el método de aislamiento directo, métodos de 

esporulación y método de dilución por esporas (Arias & Piñeros, 2008). 

El aislamiento directo de las colonias de hongos es una técnica que permite replicar 

una colonia de hongos pura partiendo de un cultivo primario que se encuentre en 

estado de fructificación (García, Cappello, Lesher, & Molina, 2011). Para realizar un 

cultivo puro se parte de una muestra de suelo. A la muestra obtenida se le  debe bajar 

la concentración a la que normalmente se encuentra presente en la muestra, por 

medio de una dilución. Estas diluciones se aplican por medio de tres métodos que son: 

siembra por estriado, vertido en placa y extensión de placa. El método que se utilizó 

en el desarrollo de esta metodología es de extensión en placa, el cual se realiza a 

partir de una solución madre concentrada de microorganismos de la cual se realiza 

una serie de diluciones, con la finalidad de obtener una mayor heterogeneidad de los 

microorganismos en el aislado  (Mondino, 2012). 

1.6.1 Métodos de cultivo In Vitro Solido.  

El método de aislamiento para cultivo in vitro de hongos es necesario ya que este 

permite la obtención de aislados de colonias. El método de aislamiento de hongos en 

agar presta fuentes de energía necesaria, además de otros elementos como C, N, 

minerales y factores de crecimiento para que se desarrolle de manera óptima el cultivo 

de material fúngico. El medio utilizado en el presente proyecto es el “Rosa Bengala” y 

PDA los cuales poseen características que permiten un recuento selectivo, obteniendo 

una máxima recuperación de hongo. Además posee cloranfenicol que es considerado 

un antibacteriano de amplio espectro que inhiben la formación de bacterias; con un pH 

neutro que inhibe el crecimiento de células que se encuentren dañadas (Microkit, 

1999). 
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1.6.2 Métodos de cultivo In Vitro líquido.  

El cultivo líquido también se denomina caldo de cultivo y son preparados en tubos de 

ensayo con medios que proporcionan las condiciones necesarias para el crecimiento 

de los diferentes aislados fúngicos. El medio utilizado en este caso es el medio  Potato 

Destrose Broth (PDB) el cual es  enriquecido  con ácido, antibióticos  y un pH medio 

para inhibir el crecimiento bacteriano en el caldo. El medio de cultivo líquido posee una 

base rica nutricionalmente para mejorar el crecimiento de hongos, que junto a la 

dextrosa, actúa como fuente de carbono (Conda, 1995). 

1.7 Criopreservación en Hongos. 

“La criopreservación tiene como objeto el mantenimiento de la viabilidad y 

funcionalidad de los celular a bajas temperatura” (Ávila-Portillo, Madero, & López, 

2006). El éxito de la criopreservación depende del crioprotectacte utilizado, el cual es 

una sustancia que posee características hidrosolubles y con una baja toxicidad. Se 

encargan de disminuir el punto eutéctico (“punto en el cual una composición dada de A 

y B solidifica como un elemento puro”) (Ávila-Portillo et al., 2006). Este método 

presenta algunas limitaciones. Como la formación de cristales de agua que pueden 

romper a las células y de esta manera causar efectos negativos en la reactivación de 

los aislados puros (Gutiérrez, 2009). En el presente estudio se utilizó el método de 

criopreservación, debido a los resultados favorables ante la conservación de hongos 

(Alarcon, 2006). 

1.8 Caracterización Molecular de Hongos.  

La caracterización molecular es una herramienta fundamental que utiliza ADN como 

base para la identificación de familias, géneros o especies de cualquier tipo de 

microorganismo. También permite la identificación entre cepas aisladas, dándonos a 

conocer las características de los microorganismos seleccionados (Universidad 

Complutense, 2016). Existen varias técnicas usadas en la caracterización de un 

microorganismo.  

La técnica que se utilizó en  el desarrollo de este proyecto fue la técnica de PCR 

aplicada a hongos, que nos permitió generar una identificación especifica de cepas 

puras de las muestras aisladas, en nuestro caso nos ayudó en la caracterización de 

los géneros obtenidos de los cultivos puros aislados. Debido a su adaptabilidad y 

plasticidad morfológica que presentan los hongos, se hace difícil la identificación total 



14 
 

de una especie por lo cual la aplicación de las técnicas moleculares es necesaria; 

gracias a la secuenciación de genes ribosomales y sus transcriptos internos como ITS 

(Internal Transcribed Spacer) y a las regiones conservadas de los mismos se puede 

realizar una identificación especifica (Slemmons, Johnson, & Connell, 2012).    

1.8.1 Extracción de ADN del Material Fúngico. 

La caracterización de las diferentes colonias clasificadas morfológicamente se debe 

asegurar la secuenciación por medio de la extracción del ADN, para lo cual se utiliza  

la secuenciación de fragmentos tanto ribosomales como funcionales, ya que en estos 

dos fragmentos se encuentran las regiones que codifican la evolución de los individuos 

(Zuluaga, Buritica, & Marrín, 2011). Se utilizó el kit UltraClean Microbial DNA Insolation 

Kit de la compañía Mo Bio, que nos permite obtener ADN genómico con alta calidad 

partiendo de 1.8 ml de cultivo aislado de hongo puro (Mobio.com, 2016).  El cual 

mediante procesos de lisis se obtiene un precipitado que ha pasado por una 

combinación de cambios de temperatura, detergentes y fuerza mecánica, dicho 

precipitado es el ADN requerido, posteriormente este es lavado para finalmente 

obtener un ADN de alta calidad (Mobio.com, 2016).   

1.8.2 Reacción en cadena de la polimeraza (PCR) aplicada a Hongos.  

En la actualidad las herramientas moleculares juegan un papel importante en la 

identificación de organismos, la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(PCR) (Ayra, Cabrera, Gómez, & Hernández, 2001), está técnica permite la unión de 

primers o cebadores a la cadena de ADN, el proceso requiere de una serie de ciclos 

en los cuales existen variaciones de temperatura, con la finalidad de que la cadena 

original se amplifique. (Costa, 2004). 

Existen varios cebadores de PCR que se encargan de amplificar ADNr de hongos, 

gracias a que posee una alta especificidad. Los primers utilizados en para el desarrollo 

de esta investigación son ITS1-F y ITS 5.8S, los cuales son cebadores generales para 

identificar secuencias de ADN  (Borneman & Hartin, 2000).   
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2.1 Área de estudio.  

El muestreo fue realizado en la  Reserva Biológica San Francisco (RBSF), ubicada a 

30 km de la ciudad de Loja, en la provincia de Zamora Chinchipe dentro del Parque 

Nacional Podocarpus (P. Paladines, 2003). El  muestreo de campo se realizó en el 

sector T1 específicamente en el transecto preestablecido NUMEX (Parra, 2011) 

2.2 Muestreo de campo. 

Las muestras fueron recolectadas de un transecto determinado de la reserva llamado 

Numex, el mismo que cuenta con bloques de muestreo con diferentes niveles de 

adición de minerales (Fig.4) 

 

 

Figura 2: Modificado del Transecto Numex, identificación de la zona de muestreo 

(Homeier et al. 2012). 

Para el realizar el muestreo de campo se utilizó el transecto preestablecido Numex, del 

cual se seleccionó el bloque 1 y 2 como se pueden observar en la figura 3.  Cada 

bloque contiene dos parcelas la primera con suelos control (suelos sin ningún 

tratamiento de adicción de minerales) y la segunda  con adición de nitrógeno sostenido 

por nueve años consecutivos. Cada parcela tiene una medida aproximada de 10X10 

m2. Dando como resultado 4 parcelas muestreadas por los dos bloques seleccionados.   
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De cada  parcela  se extrajo cinco muestras de suelo (Fig. 3)  a una profundidad de 30 

cm para evitar la recolección de materia orgánica, luego se etiqueto cada una de las 

muestras para mantener un registro de colección. Las muestras de suelo fueron 

llevadas a la Universidad Técnica Particular de Loja para su posterior análisis. Las 

muestras fueron almacenadas para mantener su viabilidad en congelador a -20°C  en 

el Instituto de Ecología. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 3: Puntos de muestreo dentro de las parcelas predeterminadas  

2.3 Análisis de laboratorio. 

El aislamiento de los hongos de suelo de los dos tratamientos se hizo por medio de 

diluciones seriadas. Primero de cada parcela se homogenizo las cinco muestras 

colectadas de suelo hasta lograr una muestra uniforme. Se pesó 1gr de suelo por cada 

muestra homogenizada para proceder con las diluciones. 

Para realizar las diluciones seriadas, se colocó seis tubos de ensayo en una gradilla, 

en cada tubo se agregó 9ml de agua destilada previamente autoclavada, (durante 30 

min a 120 atm.). Las diluciones se llevaron a cabo en la cabina de flujo laminar. Se 

colocó 1 gramo de suelo con la ayuda de una espátula en 100 ml de agua destilada 

autoclavada, la cual se denomina solución madre. Se transfiere 1 ml de la solución 
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madre al primer tubo de ensayo el cual será la disolución -1, y se agita hasta que se 

encuentre disuelto el material. Posteriormente a este proceso se tomó del primer tubo 

1 ml de la solución para ser agregados al segundo tubo (disolución -2). Se repitió el 

procedimiento hasta llegar a la disolución -6. El proceso fue repetido para cada una de 

las 4 muestras, tomando en cuenta el cambio de puntas para la dilución. 

2.3.1 Medios de Cultivo. 

Los medios de cultivo utilizados para los procesos de aislamiento son: el medio Rosa 

Bengala (medio semisólido) y Potato Dextrose Broth PDB (medio líquido). El medio 

Rosa Bengala se prepara en 1lt de agua destilada con una medida de 32 gr de medio. 

Esta solución se calienta a una temperatura de 37° C y con agitación constante hasta 

que llegue a su punto de ebullición y el medio se haya disuelto totalmente. Posterior a 

este proceso se sella  el matraz y autoclava por 30 min a 120 atm. La dispención de 

los medios en las cajas Petri debe ser de manera inmediata pasado el periodo de 

autoclavado. Esto se realiza en una cabina de flujo laminar para mantener la 

esterilidad de los medios. El medio Rosa Bengala posee características (nutrientes) 

que prestan las condiciones ideales para el desarrollo y crecimiento de los hongos 

sembrados de las diluciones anteriormente realizadas (proceso que se explica en el 

apartado siguiente).  

La elaboración del medio líquido da inicio con la adición de 24gr de medio en 1lt de 

agua destilada. La solución se lleva a una placa calentadora que debe estar a 37°C y 

esta debe llegar a hervor. Posteriormente se sella y se autoclava por 30 min a 120 

atm. El paso de la solución a los tubos de ensayo previamente esterilizados, debe ser 

realizado en una cabina de flujo laminar, en donde con ayuda de una pipeta se coloca 

20 ml de medio en cada tubo (6 tubos por tratamiento y 3 réplicas por cada 

tratamiento). Colocado el medio se procede al sellado hermético con un tapón de 

algodón y sellado con papel film para garantizar que los aislados no se contaminen. El 

medio de cultivo líquido permite la formación de la fructificación de hongo, lo que luego 

pasara por un proceso de filtrado para ser almacenado para una posterior extracción 

de ADN.  

2.3.2 Siembra de las disoluciones en medio semisólido.  

Para el aislamiento en medio semisólido se seleccionó las disoluciones de 10-3 a 10-5, 

siendo estas las soluciones estándar en la determinación de unidades formadoras de 

colonia por cada gramo de suelo.  
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 La siembra fue trabajada en la cabina de flujo laminar para garantizar la esterilidad de 

la zona e instrumentos de trabajo. Para la siembra se colocó 1 ml de cada disolución 

en cada caja Petri. Posteriormente se procedió a colocar aproximadamente 20 ml de 

medio de cultivo Rosa Bengala, el medio fue dispersado en una caja petri. Con ayuda 

de movimientos verticales de las cajas se logra la unificación y homogenización del 

medio y la disolución colocada. 

Al solidificarse el medio se procede al sellado de las cajas con papel film para 

mantener el cultivo estéril. Finalmente se lleva las cajas petri a incubación por un 

periodo de 5 días y a una temperatura de 37°C, para luego realizar el conteo de las 

colonias y realizar un cuadro con la morfología básica de las colonias. Se realizó 3 

repeticiones por cada disolución y se mantuvo los códigos iniciales para su posterior 

identificación. 

2.3.3 Conteo de colonias por placa. 

La cuantificación de las colonias por placa se realizó a los 2 días de crecimiento, con 

ayuda de una lupa y un contador. Se tomó en cuenta que las colonias que no se 

encuentren sobrepuestas por su crecimiento; se obtuvo un número total de colonias 

por caja petri para luego sacar las unidades formadoras de colonia. 

2.3.4 Purificación de colonias de hongos.  

Para la clasificación y posterior purificación de las colonias de hongos se tomó en 

consideración la morfología básica de las colonias como: el color, tamaño, y la forma 

de crecimiento de la colonia. La purificación se realizó en medio estéril (cabina de flujo 

laminar), los medios previamente fueron dispensados y gelificados.  

Para proceder a aislar las colonias puras se tomó un fragmento de la parte interna de 

la colonia con un sacabocados, cuidando que esta no se encuentre sobrepuesta por 

otra, se la trasporta con delicadeza para colocarla en el centro de la nueva caja Petri 

de manera que quede en contacto el hongo y el nuevo medio, finalmente se procede a 

sellar la caja con papel film para evitar contaminación. Se debe recalcar que entre la 

extracción de cada muestra se debe esterilizar el sacabocados al fuego hasta que el 

instrumento se torne de color rojo, para evitar contaminación entre colonias, como 

también debe ser etiquetada cada placa con el fecha y el código inicial. 

Las cajas Petri con las nuevas siembras de cultivos se llevan a la incubadora por un 

tiempo de 5 días para ver los nuevos crecimientos, a una temperatura de 37°C, 
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pasado este tiempo se revisan y se siguen purificando para mantener la colonia viable; 

o se colocan a -4°C para conservar el material fúngico. 

2.3.5 Criopreservación de los aislados puros. 

El proceso de criopreservación de aislados puros inicio teniendo en cuenta una 

relación 70:30 de Potato Dextrose Agar (PDA) y glicerina. La elaboración de medio 

(PDA) (Probiotek, 2016) preparado según las indicaciones del fabricante (39 gr en 1lt 

de agua destilada). Para lograr la esterilización del material y del medio se procede a 

autoclavarlo, para posteriormente ser dispensados en tubos de criopreservación 

(autoclavados), este paso se debe realizar en una cabina de flujo laminar para evitar la 

contaminación de los aislados puros. Seguidamente se procede a la siembra del 

material fúngico aislado (se mantiene los códigos iniciales) a partir de las cajas Petri 

con los aislados puros. El proceso consiste en topar una porción del hongo y ser 

colocado en el tubo de criopreservación, se esteriliza la parte superior del tubo y se 

sella. El crecimiento de la colonia tiene un tiempo de 7 días. Finalmente después de 

realizar la verificación del crecimiento de la colonia pura en cada uno de los tubos se 

procede a la adición del crioprotectante glicerina, para posteriormente ser translados a 

-4° C.  

2.3.6 Siembra de hongos en medio líquido.  

La siembra en el medio líquido es precisa la utilización del medio Potato Dextrose 

Broth (PDB), el cual es preparado según los requerimientos del fabricante, se preparan 

tubos de ensayo estériles en los cuales se coloca 20ml de medio y cada tubo es 

sellado con una tapón de algodón, estos se autoclavan por 30 min a una presión de 

120 atm para ser esterilizados.  

Seguidamente en la cámara de flujo laminar se procede a realizar la siembra, con 

ayuda de un asa estéril se procede a tomar una porción pequeña de la muestra 

(cultivo puro) y se introduce en el tubo de ensayo que contiene el medio PDB, se agita 

con el asa, se esteriliza la punta del tubo en el fuego y rápidamente este se sella con 

ayuda del tapón de algodón y papel film para evitar la contaminación. Este proceso se 

realiza con cada uno de los cultivos puros anteriormente obtenidos.  

Terminado el proceso de sembrado en medio líquido, se procede a poner los tuyos en 

una incubadora a 37°C equipada con agitador el cual debe estar a 200 rpp por minuto, 

durante un periodo de 7 días para obtener crecimiento del hongo. 
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2.3.7 Filtrado del material fúngico. 

Luego de obtener el material fúngico del medio de cultivo líquido se procede a filtrar el 

material. Con ayuda de un papel filtro doblado para evitar la pérdida de material, se 

debe colocar sobre un frasco recolector de soluciones (previamente esterilizado). 

Recalcando que el proceso se debe realizar en una cabina de flujo laminar con un 

mechero para mantener la zona de trabajo estéril. El proceso da inicio al retirar el 

tapón del tubo cerca del mechero y verter el contenido sobre el papel filtro, con ayuda 

de un asa estéril, se procede a colocar el hongo en un tubo eppendorf de 1.5 el cual 

conserva su código individual. Se realiza el mismo proceso para cada una de las 

muestras, esterilizando el asa con ayuda el mechero hasta que esta quede al rojo vivo 

entre cada muestra.  

2.3.8 Extracción de ADN. 

Se extrajo ADN de las muestras anteriormente filtradas (fructificación del hongo), se 

realizó la extracción con dos protocolos primero se probó con el protocolo estándar 

sugerido: Extracción DNeasy Plant Mini Kit extraction (Quiagen), por medio 

cuantificación se observó que la calidad del ADN era baja en concentración (NanoDrop 

2000, Thermo Scientific); se probó un segundo protocolo el kit UltraClean Microbial 

DNA Insolation Kit Mo Bio, el mismo que nos permite obtener ADN genómico con alta 

calidad (Mobio.com, 2016), mediante un proceso que conlleva una serie de pasos 

como: lisis, cambios de temperatura y lavado de ADN para obtener un precipitado final 

ADN de alta calidad. El mismo que es evaluado  nuevamente en el NanoDro para 

medir las concentraciones de nuestro producto final. 

2.3.9 PCR. 

Las PCR se realizaron con ayuda del termociclador (Pro Flex), las condiciones 

aplicadas fueron: un total de 35 ciclos, dando inicio con la desnaturalización a 95°C 

por un periodo de 3min, cada ciclo pasa por un estado desnaturalización a una T° de 

95°C por un tiempo de 1min. De acuerdo a los primers utilizados ITS 1f y ITS 5.8S  se 

determinó la temperatura de anillamiento (42-65°C), y la extensión final de 72°C por 

5min, con un volumen final de 25 µL, 1 µL de ADN y 0.5 µL de BSA ( Suero de 

albumina bovino). 

Cabe recalcar que los primers utilizados poseen secuencias específicas como son: 

secuencia del  primer ITS 1f es: CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA. Secuencia del 
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primer ITS 5.8 S su secuencia es: GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 

(Nature.berkeley.edu, 2016). 

2.3.10 Análisis de datos.  

Las muestras fueron secuenciadas en la compañía MACROGEN (Korea). Las 

secuencias obtenidas se guardaron en formato FASTA para posteriormente se 

comparadas con las secuencias del GenBank, por medio de la utilización de la 

herramienta BLASTn; las secuencias homólogas seleccionadas de este programa nos 

sirvieron para brindar  soporte a los resultados obtenidos. Esto permitió asignar un 

género a cada una de nuestras secuencias, tomando en cuenta el mejor hit. Con la 

ayuda de programa MEGA6 y de un análisis maximun likelihood, para la presentación 

de los resultados con la presentación del árbol filogenético.   
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3.1 Caracterización Morfológica básica de los hongos cultivables del suelo. 

Los resultados obtenidos de acuerdo a la caracterización morfológica de los hongos 

cultivables de suelo, nos indican la variedad y cantidad de hongos encontrados 

morfológicamente son distintos, es así que se obtuvo un total de 43 morfotipos que 

son descritos de acuerdo al color, forma y tamaño de colonia como se puede constatar 

detalladamente en el Anexo 1 tabla 2. 

3.2  Criopreservación  

La reactivación de las 43 muestras previamente caracterizadas morfológicamente, y 

criopreservadas, se realizó a los 6 meses posteriores de haber sido criopreservadas, 

logrando un éxito de  98% de activación de las colonias de hongos anteriormente 

mencionadas (Anexo 2 Tabla 3).    

3.3 Análisis de Filogenéticos. 

El material genético proporcionado por las 43 muestras aisladas fue obtenido a partir 

de la secuención la región ITS 1,   de acuerdo a los resultados obtenidos podemos 

identificar la presencia de dos Phylum: Ascomycota y  Zygomycota, dentro del Phylum 

Ascomycota se encuentran dos clados, Eurotiales y Hypocreales; dentro de Eurotiales 

se obtuvo los siguientes géneros Penicillium cf. Citrinum, Aspergillus cf. Nigger y 

Aspergillus sp. El clado Hypocreales presenta los géneros Metarrhzium sp. 

Clonostachys sp y Tolypocladium sp. En el filum Zygomycota se obtuvo el género 

Morlierella sp. (Tabla 1). En la figura 4 se muestra el árbol filogenetico, obtenido con el 

metodo maximun likelihood, en el que se incluyen las 43 secuencias pertenecientes  a 

los aislados puros obtenidos en este estudio.  
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Tabla 1: Cuadro de asignación de género mediante búsqueda por homología (BLAST) a cada 
uno de los aislados puros. Se detalla además el origen de cada aislado (bloques y 
tratamientos). 

Código Especie 

Bloque 

1 2 

Suelo con 
Nitrógeno  

Suelo 
Control 

Suelo con 
Nitrógeno  

Suelo 
Control 

B1N3_3 Aspergillus sp. +       

B2C3_2 Aspergillus cf. Niger       + 

B2N4_2 Aspergillus cf. Niger     +   

B2C3_2 Aspergillus cf. Niger       + 

B2C3_1-2 Clonostachys sp.       + 

B2N3_3-4 Metarhizium sp.     +   

B2N3_3-7 Metarhizium sp.     +   

B2N3_3-6 Metarhizium sp.     +   

B2N3_1 Metarhizium sp.     +   

B1N3_2-2 Metarhizium sp. +       

B1C3_3 Penicillium cf. Citrinum   +     

B1C3_2-2 Penicillium cf. Citrinum   +     

B1C4_3 Penicillium cf. Citrinum   +     

B1C5_1 Penicillium cf. Citrinum   +     

B1C3_1-3 Penicillium cf. Citrinum   +     

B1C3_1-4 Penicillium cf. Citrinum   +     

B1N4_1-3 Penicillium cf. Citrinum +       

B1N5_1-2 Penicillium cf. Citrinum +       

B1N3_2 Penicillium cf. Citrinum +       

B1N3_1-3 Penicillium cf. Citrinum +       

B1N3_1-2 Penicillium cf. Citrinum +       

B2C5_1-2 Penicillium cf. Citrinum       + 

B2C3_1-3 Penicillium cf. Citrinum       + 

B2C5_1-1 Penicillium cf. Citrinum       + 

B2C5_3 Penicillium cf. Citrinum       + 

B2C4_1 Penicillium cf. Citrinum       + 

B2C3_1-3 Penicillium cf. Citrinum       + 

B2C5_1 Penicillium cf. Citrinum       + 

B2N3_3-5 Penicillium cf. Citrinum     +   

B2N3_3-3 Penicillium cf. Citrinum     +   

B2N4_1 Penicillium cf. Citrinum     +   

B2N4_1-2 Penicillium cf. Citrinum     +   

B2N4_1-2 Penicillium cf. Citrinum     +   

B2N3_3-2 Penicillium cf. Citrinum     +   

B1N4_1-3 Penicillium cf. Citrinum +       

B1N3_1-2 Penicillium cf. Citrinum +       

B1N3_2-1 Tolypocladium sp. +       

B2N3_3 Tolypocladium sp.     +   

B2C3_1 Zygomycota       + 
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Figura 4: Árbol filogenético de la región ITS 1 obtenida de los aislados. El árbol presenta los 
géneros que se obtuvieron de la RBSF.; fue soportado  con secuencias obtenidas del 
GenBank https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/.  

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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3.4 Discusión. 

De los resultados del aislamiento y posterior identificación de los aislados puros, se 

logró obtener un total de 43 aislados puros de ambos bloques, estos aislados 

representan a los hongos cultivables del suelo. Con la metodología aplicada no fue 

posible obtener un 100% de aislados del suelo; existen varias razones para justificar 

este hecho. Principalmente se toma en cuenta la distribución, debido a que estos no 

se encuentran distribuidos de manera  uniforme en el suelo (Ramos Zapata, n.d.). La 

selección del medio es un factor muy importante al momento de incrementar el 

porcentaje obtenido de hongos cultivables del suelo, debido a que los nutrientes que 

contiene el medio favorecen el crecimiento del material fúngico. Cabe recalcar que la 

presencia del Clorofenicol en el medio Rosa Bengala asegura que no exista 

crecimiento de bacterias en los cultivos (Lynch & Hobie 1983). A pesar de las 

limitaciones que la metodología presenta, los resultados obtenidos generan un aporte 

de conocimiento científico sobre la composición fúngica de los suelos con adición de 

N. 

Durante el análisis filogenético realizado fue posible identificar diferentes géneros de 

hongos presentes en los diferentes tratamientos (suelos con N y  suelos control). Se 

identificaron los géneros Penicillium cf. Citrinum y Aspergillus cf. nigger  en ambos 

bloques y en los dos tratamientos aplicados.  Ello indica que estos géneros son 

capaces de adaptarse a la variación de disponibilidad de nutrientes (Pernía, Demey, 

Ysvic Inojosa, & Naranjo-Briceño, 2012). Existen varios estudios realizados en donde 

se ha encontrado que estos dos géneros pueden desarrollarse en suelos que han sido 

sometidos a diferentes tipos de estrés, en nuestro caso la adición sostenida de N 

(Snellman et al. 1988; Bokhary y Parvez, 1993; Oudot et al. 1993; April et al. 2000 and 

Arias & Piñeros, 2008).  

La presencia del género Penicillium cf. Citrinum tanto en las parcelas con N como en 

las parcelas control. Se ve justificado debido a que este género es capaz de crecer en 

medios que se encuentran alterados, como se ha demostrado en el estudio publicado 

por (Jos & Posso, 2015). De la misma manera el género Aspergillius es versátil al 

momento de adaptar su metabolismo para utilizar una amplia cantidad de N en los 

suelos (Hernández, 2014). 

Los géneros Metarrhzium sp y Tolypocladium sp fueron hallados en ambos 

bloques  pero solo en suelos con adición de N. Las especies de estos géneros  actúan 

como entomopatogenos (parásitos de insectos), endófitos y saprofitos, además 

pueden llegar a ser tóxicos (Gutierrez & Saldarriaga, 2004). La relación C:N que 
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mantienen los géneros Metarrhzium sp y Tolypocladium sp. con el suelo ocasiona un 

efecto positivo en aumento de la funcionalidad. Demostrado en el aumento de la 

biomasa fúngica y en la degradación e inmovilización del N. En presencia de altos 

niveles de N en el suelo las especies de estos géneros modifican sus estructuras para 

elevar su potencial de resistencia a la desecación y a su vez aumenta la producción de 

microsclerotia (estructuras que ayudan a la fijación de conideas). De esta forma estos 

hongos reducen la demanda de oxígeno y favorecen la inmovilización de nitrógeno en 

el suelo (Mascarin, Kobori, de Jesus Vital, Jackson, & Quintela, 2014) (Hermosín et al., 

2010). 

En el caso de los géneros como Metarrhzium sp y Tolypocladium sp. se encuentran 

beneficiados ya que estos aprovechan la disposición en exceso de N para utilizarlo en 

procesos de degradación de polímeros orgánicos y transformación de nutrientes 

dejándolo disponible para procesos biológicos de otros organismos (Allison, Czimczik, 

& Treseder, 2008).  

En el bloque dos con tratamiento control se encontraron los géneros Clonostachys sp 

y Morlierella sp. Los miembros del género Clonostachys sp. se desarrollan como mico 

parásito de otros hongos. A su vez son vulnerables a alteraciones en la mineralización 

proveniente de la fertilización del suelo, siendo considerados como bioindicadores de 

ecosistemas (Moratto, Martínez, Valencia, & Sánchez, 2005) (Bustillos & Soto, 2008). 

Lo anterior justifica que solo se haya podido aislar el género Clonostachys sp y 

Morlierella sp de las parcelas control. En el caso de Morlierella sp. es un género que 

se encuentra ampliamente relacionado con la presencia de C, está involucrado en la 

degradación de la celulosa. (Ortiz, Rubio, & Benito, 2015). El  género Morlierella sp  no 

se encuentra presente en los bloques con tratamiento de N                                                                                                                                     

, debido a que en este caso el exceso de nitrógeno presente en los suelos estudiados 

disminuye la producción radical en las plantas. Como resultado que se reduzcan las 

asociaciones en planta y hongo, por lo tanto que disminuye su crecimiento (Salinas, 

2015). 

Los resultados de este estudio nos permitieron identificar diversos géneros de hongos 

que se encuentran asociados a la respuesta por estrés a la adición continua de 

nitrógeno en los suelos de la RBSF. 

La utilización de la combinación del medio PDA más la adición de glicerina en una 

relación 70:30 respecticamente, permitió  obtener el resultado deseado en la 

criopreservación de los aislados. De los 43 morfotipos aislados e identificados se 

realizó la criopreservación, con un 99% de éxito en la reactivación de material. Se 

sabe que los tiempos de conservación de material fúngico en criopreservación son 

https://www.google.com.ec/search?biw=1242&bih=580&q=micoparasito&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwid68GO2rDPAhVMHx4KHQU-Bl4QvwUIFygA
https://www.google.com.ec/search?biw=1242&bih=580&q=micoparasito&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwid68GO2rDPAhVMHx4KHQU-Bl4QvwUIFygA


30 
 

críticos para la supervivencia celular (Ávila-Portillo et al., 2006).  Se ha comprobado 

que el mejor crioprotectante para la criopreservación de hongos es la glicerina 

(Gutiérrez, 2009). Debido a que previene la acumulación de agua y la formación de 

cristales que pueden romper la membrana celular, gracias a su bajo peso molecular 

(Ávila- Blagodatskayaet al., 2006).  
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CONCLUSIONES 

 El empleo de técnicas de cultivo in vitro de microoganismos es útil para la 

identificación de hongos con niveles variables de resistencia a N.  

 El diseño experimental seguido (segregación de parcelas control y con 

tratamiento) permitió identificar especies fúngicas con un grado diferente de 

tolerancia a la deposición de N.  

 Se concluyó que los géneros Metarrhzium sp y Tolypocladium sp presentes en 

este trabajo, se identifican como más resistentes a la elevación del nitrógeno. 

Se sugiere la utilización de los géneros antes mencionados en técnicas de 

inoculación, con la finalidad de ser aplicados en suelos perturbados por alta 

deposición de N.  

 Se sugiere el uso de miembros del género Clonostachys sp y Morlierella sp 

como bioindicadores del impacto de la fertilización nitrogenada en ecosistemas 

tropicales. 
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RECOMENDACIONES 

Para la obtención de más información de la relación que presentan los cultivos puros 

aislados con la adición de nitrógeno. 

 Se recomienda la implementación de N en los cultivos puros de hongos, de tal 

manera que se pueda controlar las condiciones de crecimiento y a su vez 

identificar los cambios que se puedan producir en estos. 

 En cuanto a la parte morfológica se recomienda la ampliación de los  análisis 

de caracterización morfológica básica a análisis más completos (morfología a 

nivel de microscopia), la implementación de estos análisis permitirá la 

identificación más exacta de los cultivos aislados.  

 La recolección de las muestras de suelo se debe hacer tomando en cuenta la 

época de frutificación de las comunidades fúngicas para asegurar recolectar  la 

mayor cantidad de material fúngico, y de esa manera aumentar las 

posibilidades de obtener una mayor diversidad de hongos cultivables del suelo. 
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ANEXO 1  

Tabla 2: Caracterización morfológica de hongos cultivables del suelo  

Bloque  Estrés  

Número de 
Muestra 

Código  Color  
Forma de la 

colonia 

Tamaño 
de la 

colonia   

1 Control  

1 B1C-5   3  BLANCO  CIRCULAR 8.5 

2 B1C-3  2 (2) ROSA CIRCULAR 5.5 

3 B1C-3   3 ROSA-AMARILLO CIRCULAR 3.5 

4 B1C-3   1 CAFÉ-ROSA ALARGADO  7.4 

5 B1C-3  1(3) ROSA CIRCULAR 7.3 

6 B1C-3  1(4) ROSA  CIRCULAR 8.5 

7 B1C-4  1(3) ROSA PASTEL CIRCULAR 0.5 

1 Nitrógeno 

8 B1N-5  1 ROSA PASTEL CIRCULAR 5.2 

9 B1N-4  1(2) NEGRO CIRCULAR 3.8 

10 B1N-4  3 NEGRO CIRCULAR 4 

11 B1N-4  2(1) VERDE-ROSA ALARGADO  6.7 

12 B1N-3  2 FUCSIA  CIRCULAR 3.9 

13 B1N-3  3 VERDE-AMARILLO ALARGADO  7.1 

14 B1N-3  1(3) ROSA CIRCULAR 6.5 

16 B1N-3  1(2) BLANCO CIRCULAR 8.5 

17 B1N-3  2(1) VERDE CIRCULAR 5 

18 B2C-3   2   ROSA CIRCULAR 4.5 

2 Control 

19 B2C-5  1(2) VERDE CLARO ALARGADO  5 

20 B2C-3  1(3) BLANCO ALARGADO  8.5 

21 B2C-3  1 VERDE-AMARILLO ALARGADO  6 

22 B2C-5  1  ROSA PASTEL CIRCULAR 4.3 

23 B2C-5  3 AMARILLO-VERDE  CIRCULAR 4.1 

24 B2C-4  1 ROSA PASTEL CIRCULAR 6.8 

25 B2C-3  1(3) ROSA PASTEL CIRCULAR 7 

26 B2C-3  1(2) ROSA PASTEL CIRCULAR 5 

27 B2C-5  1  ROSA CIRCULAR 6 

28 B2C-5  2 ROSA CIRCULAR 4.8 

29 B2N-3 3(5) CREMA CIRCULAR 8 

2 Nitrógeno 

30 B2N-3 3(4) ROSA CIRCULAR 5 

31 B2N-3  3(3) ROJO CIRCULAR 7.3 

32 B2N-3  3(1) VERDE-ROSA CIRCULAR 6.7 

33 B2N-3  3(7) VERDE ALARGADO  6.8 

34 B2N-3  3 BLANCO CIRCULAR 8.5 

35 B2N-4  1 FUCSIA  CIRCULAR 8.5 

36 B2N-4 1(2) ROSA CIRCULAR 6.6 

37 B2N-3 3(6) VERDE-ROSA CIRCULAR 8.5 

38 B2N-4 1(2) NEGRO CIRCULAR 4.7 

39 B2N-4  1 NEGRO CIRCULAR 4 
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40 B2N-4  2 CREMA CIRCULAR 4.4 

42 B2N-3  3(2) VERDE CIRCULAR 8.5 

43 B2N-3  1 ROSA CIRCULAR 7 

44 B2C-3  2 AMARILLO CIRCULAR 8.2 

45 B1N-4 1 (3) ROSA CIRCULAR 5.8 

2 Control 46 B2N-3 3 FUCSIA  CIRCULAR 7.4 

1 

Nitrógeno 

48 B2C-3  2 ROSA-NEGRO CIRCULAR 7.2 

 
1 

54 B1C-3   1 ROSA CIRCULAR 6.9 

55 B1N-3  1(2) ROSA ALARGADO  5.4 

2 

Nitrógeno 56 B1N-3  2(1) CAFÉ CIRCULAR 4.7 

Control 
69 B2C-3  2 BLANCO CIRCULAR 6 
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ANEXO 2 

Tabla 3: Reactivación de Muestras Criopreservadas  

Bloque Estrés 
Número de 

Muestra Codigo Reactivación 

1 Control 

1 B1C-5   3 x 

2 B1C-3  2 (2) x 

3 B1C-3   3 x 

4 B1C-3   1 x 

5 B1C-3  1(3) x 

6 B1C-3  1(4) x 

7 B1C-4  1(3) x 

1 Nitrógeno 

8 B1N-5  1 x 

9 B1N-4  1(2) x 

10 B1N-4  3 x 

11 B1N-4  2(1) x 

12 B1N-3  2 x 

13 B1N-3  3 x 

14 B1N-3  1(3) 
 

16 B1N-3  1(2) x 

17 B1N-3  2(1) x 

2 Control 

18 B2C-3   2 x 

19 B2C-5  1(2) x 

20 B2C-3  1(3) x 

21 B2C-3  1 x 

22 B2C-5  1 x 

23 B2C-5  3 x 

24 B2C-4  1 x 

25 B2C-3  1(3) x 

26 B2C-3  1(2) x 

27 B2C-5  1 x 

28 B2C-5  2 x 

2 Nitrógeno 

29 B2N-3 3(5) x 

30 B2N-3 3(4) 
 

31 B2N-3  3(3) x 

32 B2N-3  3(1) x 

33 B2N-3  3(7) x 

34 B2N-3  3 x 

35 B2N-4  1 x 

36 B2N-4 1(2) x 

37 B2N-3 3(6) x 

38 B2N-4 1(2) x 

39 B2N-4  1 x 

40 B2N-4  2 x 

42 B2N-3  3(2) x 
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43 B2N-3  1 x 

2 Control 44 B2C-3  2 x 

1 Nitrógeno 45 B1N-4 1 (3) x 

 
Nitrógeno 

48 B2C-3  2 x 

54 B1C-3   1 x 

1 Control 55 B1N-3  1(2) x 

 
 

56 B1N-3  2(1) x 

Control 69 B2C-3  2 x 

 

 

  


