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Resumen

La presencia de metales en los ecosistemas constituye un problema complejo y
potencialmente nocivo, debido a que su acumulacién y elevada concentracién afectan
tanto la salud humana como la ecolégica, al ser translocados, movilizados y
almacenados en la fisiologia vegetal, la cual suele constituir una fuente primaria de
alimento dentro de la biocenosis. Con el propésito de aislar e identificar hongos
asociados a la rizosfera de Momordica charantia y Helianthus annuus, se empled la
amplificacién de la region ITS mediante los cebadores universales ITS1 e ITS4,
obteniéndose secuencias que revelaron especies pertenecientes a los géneros
Lasiodiplodia, Cunninghamella, Mucor y Aspergillus. Entre ellas, Lasiodiplodia
theobromae (P2, P9, G7) presento alta similitud con secuencias de referencia (97.39%—
99.78%), lo que respalda una identificacion confiable; Cunninghamella echinulata (P3,
G2) registré similitudes de 99.75% y 90.85%, evidenciando posibles variaciones
intraespecificas; mientras que Cunninghamella blakesleeana (G5)y C. arunalokei (G10)
mostraron valores inferiores al 85%, lo que podria indicar divergencias filogenéticas o
limitaciones en la base de datos. Asimismo, se identificaron Mucor fragilis (P4),
Aspergillus niger (P6) y Aspergillus welwitschiae (P11), con similitudes superiores al
96%. En las pruebas de interaccion con metales se observé un crecimiento micelar
constante hasta concentraciones de 70—-80 mg/L, alcanzando un maximo de tolerancia
entre 90-100 mg/L, donde se determiné el porcentaje de inhibicidn micelar (PI),
evidenciando que los aislados poseen un potencial relevante para su empleo como

agentes fungicos en procesos de biorremediacion.

Palabras clave: Aislados fungicos, metales, biorremediacién, crecimiento micelar,

inhibicion fungica.

Xill



Abstract

The accumulation of metals in ecosystems represents a major environmental challenge,
as their elevated concentrations simultaneously affect human health and ecological
balance. Once translocated and stored in plant physiology—an essential component of
trophic networks—these elements pose significant risks within the biocenosis. This study
aimed to isolate and identify fungal communities associated with the rhizosphere of
Momordica charantia and Helianthus annuus. The amplification of the ITS region using
universal primers ITS1 and ITS4 enabled the identification of species belonging to the
genera Lasiodiplodia, Cunninghamella, Mucor, and Aspergillus. Among them,
Lasiodiplodia theobromae (P2, P9, G7) showed high similarity with reference sequences
(97.39%—99.78%), supporting reliable taxonomic identification. Cunninghamella
echinulata (P3, G2) exhibited similarities of 99.75% and 90.85%, suggesting possible
intraspecific variation; whereas Cunninghamella blakesleeana (G5) and C. arunalokei
(G10) displayed values below 85%, which may indicate phylogenetic divergence or
limitations in database coverage. Additionally, Mucor fragilis (P4), Aspergillus niger (P6),
and Aspergillus welwitschiae (P11) were identified with similarity values exceeding 96%.
In metal interaction assays, fungal isolates maintained steady mycelial growth up to
concentrations of 70-80 mg/L, reaching their tolerance threshold at 90-100 mg/L. The
calculation of the percentage of mycelial inhibition (PI) revealed that the isolates hold

significant potential as fungal agents for bioremediation processes in contaminated soils.

Keywords: fungal isolates, metals, bioremediation, rhizosphere, mycelial inhibition.
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. INTRODUCCION

La contaminacién ambiental ocasionada por metales pesados (MPs), es reconocida como
un problema global, debido a su naturaleza xenobidtica y su capacidad de alterar los
recursos naturales (Damian et al., 2024; Gonzalez-Diaz et al., 2022; Khalefah et al., 2024;
Velasco et al., 2022). Asimismo, estos contaminantes han provocado cambios evolutivos
afectan de manera constante la distribucion geografica, geoldgica, anatomica y
embrionaria, de los procesos fisioldgicos en cada agente viviente (Lorente et al., 2024;
Neves de Oliveira et al., 2023; Ruiz et al., 2018).

En América Latina, la presencia de los MPs, como cadmio (Cd), mercurio (Hg), cobre (Cu),
Niquel (Ni) y plomo (Pb) (Baranda et al., 2024; Gonzales et al., 2014b; Neves et al., 2023;
Ruiz et al., 2018), ha aumentado significativamente durante las ultimas décadas como
consecuencia del crecimiento industrial, la actividad minera, metalurgica, fertilizacion
agricola, residuos humanos, vehiculares, naturales y los diferentes procesos antrépicos

generados por el hombre (Gonzales et al., 2014a; Jiménez-Pérez et al., 2014).

En el Peru, esta insercion toxica ha generado graves impactos a nivel econémico, social, y
ecologico (Arteta et al., 2018; Betts, 2011; Gonzales et al., 2014b; Ruiz et al., 2018;
Sleeman et al., 2019). Dentro de este panorama, el Cd destaca como uno de los metales
mas peligrosos, debido a su alta movilidad, persistencia y capacidad de bioacumulacion
(Armas & Ramirez, 2020; Castrillén et al., 2012; Moreno-Rivas & Ramos-Clamont, 2018).

Este metal puede movilizarse de forma natural a través de las raices de las plantas, siendo
transportados mediante el tejido floematico (tallo), hasta las hojas, fruto, semillas y flores
(Aguirre et al., 2022; Gutiérrez-Martinez et al., 2024; Shaari et al., 2024). Generando
afectaciones en el desarrollo fotosintético, baja carga productiva de semillas, alteraciones
funcionales, estrés nutricional, reduccion enzimatica y clorosis, que aparece al sustituir el
Hierro (Fe) y Magnesio (Mg) por cadmio (Cd) (Gutiérrez-Martinez et al., 2024; Hernandez-
Baranda et al., 2019; Téllez et al., 2017; Wertonge et al., 2024; Zenteno et al., 2024).

En consecuencia, la contaminacién de los cultivos agricolas, forestales y agroforestales,
han producir ligeras complicaciones en la salud humana, debido a consumir productos
derivados de cacao, tales como cereales, chocolates, caramelos, etc. (Borjas-Ventura et
al., 2022; Garcia et al., 2021; Rofner, 2021; Vallejos-Torres et al., 2023).

Deteriorando 6rganos como el higado, rifidn, huesos, testiculos y al pulmén (Lorente et al.,

2024; Neves de Oliveira et al., 2023; Sleeman et al., 2019). De igual manera, permitiendo
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la proliferacion de enfermedades, tales como la hipertension arterial, diabetes, cancer y

deficiencias renales (Echeverry et al., 2015; Eugenia et al., 2009; Herrera-Cruz et al., 2023).

Frente a esta problematica, se han desarrollado tecnologias limpias como la
fitorremediacion y la biorremediacion, por su bajo costo y eficiencia en la reduccion de
metales pesados dentro del ecosistema (Cayotopa-Torres et al., 2021; Pérez et al., 2019;

Vallejos-Torres et al., 2022).

Estas estrategias utilizan microorganismos o plantas metalofitas capaces de tolerar y
transformar compuestos toxicos (Pérez et al., 2019; Vallejos-Torres et al., 2023). Entre
ellas, la biorremediacién fungica ha ganado atencién por el uso de hongos filamentosos
capaces de inmovilizar, translocar y detoxificar el Cd antes de que sea absorbido por las
plantas, implantdndose como un enfoque biorremediador asistido cuando se potencia
mediante la inoculacién dirigida de cepas tolerantes (Jiménez-Suancha et al., 2015; Roman
et al., 2022; Zufiga, 2024).

Ante ello, la presente investigacion plantea identificar molecularmente hongos filamentosos
tolerantes a Cd, asociados al rizoplano de Helianthus annuus y Momordica charantia,
mediante el analisis de la region ITS, técnicas de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), secuenciacién genética y analisis filogenético, considerando ademas la prueba de
Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) como indicador cuantitativo de su tolerancia al

metal.

Como resultado, se logroé aislar y caracterizar una diversidad de hongos filamentosos con
alto nivel de tolerancia al Cd, lo cual evidencia su potencial biotecnolégico para ser
utilizados en procesos de biorremediacion de suelos contaminados. Esta informacion
contribuye al conocimiento de comunidades fungicas rizosféricas con capacidad
detoxificantes y refuerza la utilidad de herramientas moleculares para su identificacién y
aplicacion en ambientes impactados por MPs (Armas & Ramirez, 2020; Castrillon et al.,
2012; Moreno-Rivas & Ramos-Clamont, 2018).
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2.2,

Il. REVISION LITERARIA

Origen de los metales pesados (MP)

La presencia de los agentes metalicos dentro del ecosistema tiene un origen tanto
natural como antropogénico. Siendo incorporados al ambiente de forma natural
mediante actividades geotérmicas (Hg*?), procesos lito-génicos que estan
asociados a la composicion del suelo y las rocas (Pb+%+4, Cutlit2, Cd*2 y Nit?+3),
en este sentido también participan los procesos bioldgicos donde las bacterias
relacionadas con hongos movilizan y transforman los metales en sustancias mas
solubles (Gonzalez-Fernandez et al., 2018; Navarro-Aviié et al., 2007; Salas-
Marcial et al., 2019; Saucedo et al., 2007).

De igual manera la existencia de los compuestos voladtiles de manera
antropogénica, es generada por diversas actividades contaminantes ocasionadas
por el hombre, donde se destaca la mineria ilegal, industrias quimicas, compuestos
fésiles, uso de agroquimicos, pesticidas, residuos tecnolégicos y la perjudicial
gestion de los desechos caseros e industriales (Gonzalez-Flores et al., 2011;
Gonzalez et al., 2009; Ortiz-Cano et al., 2009).

La liberacion de estos compuestos volatiles favorece su bioacumulacion y
biomagnificacion en las cadenas troficas, provocando contaminacién ambiental y
afectaciones significativas a la salud humana (Navarro-Avifié et al., 2007; Salas-
Marcial et al., 2019; Saucedo et al., 2007).

Efecto nocivo a nivel molecular

La interaccion toxica entre el ser humano y los MPs, genera un alto potencial de
dafio a nivel molecular, deteriorando de forma perjudicial las diversas funciones
esenciales del organismo (Castillo, 2018; Chavez-Gomez et al., 2017). Este efecto
se manifiesta mediante un bloqueo funcional, donde se reduce la actividad proteica
de las enzimas unidas a los grupos sulfhidricos (-SH), acidos nucleicos, lipidos de
membrana y carbohidratos estructurales, siendo ocasionados por la afinidad de
cationes metalicos con los grupos sulfhidricos ubicados en las proteinas, generando
un cambio bioldgico en la estructura proteica (Chavez-Gémez et al., 2017; Flores
et al., 2018; Garcia & Arceo, 2018).

De igual manera la movilizacién de cationes junto a enzimas de vital importancia

(ribulosa1-5 bis-fosfato carboxilasa-oxigenasa), que poseen un centro catiénico de
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2.3.

Mg*?, puede ser relegado al interactuar con metales divalentes (Co*?,Nit? y Zn*?),
ocasionando la degradacion de las funciones enzimaticas (Flores & Silva, 2019;
Navarro-Aviié et al., 2007; Ramirez, 2024).

Asi mismo, la actividad oxidativa de los metaloides (Fe*?,Ccu*'*?) da como
resultado la creacion de compuestos reactivos del oxigeno como el peroxido de
hidrogeno y el radical hidroxilo (H,0, y OH™); donde el radical tiene la capacidad de
atraer metaloides de carga libre, que generan diversas variaciones en biomoléculas
esenciales (ADN, carbohidrato, proteinas y lipidos), el proceso oxidativo, provoca
el deterioro progresivo de la membrana celular y maximiza el proceso de
permeabilidad (Castillo, 2018; Navarro-Avifio et al., 2007; Ramirez, 2024; Sanchez,
2017).

Impacto de los metales en la salud y el ecosistema

Los agentes metalicos, que se encuentran interactuando con los recursos naturales,
han originado un perjuicio a nivel social, afectando la seguridad del sistema
alimentario y potenciando la proliferacion de enfermedades en los organismos vivos
(Eugenia et al., 2009; Padroén et al., 2020; Téllez-Rojo et al., 2023). La exposicion a
estos elementos, se produce a través de la inhalacion e ingesta de alimentos,
insumos o sustancias quimicas contaminadas, provocando la intoxicacion,
degradacion e inestabilidad de los procesos fisioldgicos en el organismo (Echeverry
et al., 2015; Florida, 2021; Herrera-Cruz et al., 2023; Rodriguez, 2017).

Asi mismo, los trastornos en la salud dependen del tipo de metal y de la
concentracion a la que el organismo esté expuesto (ANA, 2019). La exposicidon
cronica puede derivar en enfermedades seriamente lesivas, como la insuficiencia
renal, hipertension, disfuncién cognitiva, dafios reproductivos, reduccion fetal
(Bravo & Quispe, 2018; Demir et al., 2024; Florida, 2021), mayor riesgo de un aborto
espontaneo, parto prematuro, disminucion del coeficiente intelectual (Cl),
deficiencia académica, complicaciones digestivas, respiratorias, enzimaticas,
incidencia de diabetes, anemia, leucemia (Arcos et al., 2024; Friberg et al., 2019;
Lozano et al., 2004).

Estos efectos suelen presentarse cuando la exposicién a Pb y Cd supera los
5mg/dl (Herrera-Cruz et al., 2023; Lozano et al., 2004; Martinez et al., 2013;
Padrén et al., 2020; Rodriguez, 2017).
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De igual manera, en los ecosistemas la movilizacién de metales a través de la
cadena trofica genera afectaciones en la fauna silvestre y domestica (Londofio-
Franco et al., 2016; Octavio-Aguilar & Olmos-Palma, 2022; Rodriguez, 2017),
ocasionando la pérdida del apetito, problemas respiratorios, debilidad 6sea,
insuficiencia renal, osteoporosis, disminucion de la vida fértil, afectando de forma
constante a la fauna marina, ganado vacuno y otras especies silvestres
(Bustamante et al., 2015; De la Torre-Munilla et al., 2021; de Mendoza et al., 2006;

Londofio-Franco et al., 2016).

Por otra parte, la circulacion ecoldgica del metaloide, repercute de forma danina en
los operadores vegetales, provocando una serie de secuencias deficientes en el
desarrollo progresivo del vegetal, causando secuelas en su crecimiento, dafios
fotosintéticos, estrés celular, alteraciones nutricionales, toxicidad radicular,
defoliacion, deformaciones biosintéticas, degradacion proteica (Aguirre et al., 2022;
Echeverry et al., 2015; Gutiérrez-Martinez et al., 2024; Hernandez-Baranda et al.,
2019; Shaairi et al., 2024).

Es por ello que debido a la gama de afectaciones sanitarias que producen los
metales, surgen técnicas y herramientas remediadoras que permiten reducir el

elevado indice de contaminacion (Pérez et al., 2019; Vallejos-Torres et al., 2023).
Técnicas y herramientas de remediacién

La contaminacion del suelo y del agua por MPs, es un problema ambiental grave
debido a su persistencia y toxicidad. Para afrontarlo, se emplean diversas técnicas
de remediacion fisicas, quimicas y biolégicas (Newrick et al., 2024). Entre las
biolégicas, la fitorremediacion y la biorremediacion destacan por su bajo impacto
ambiental y su capacidad para extraer, inmovilizar o transformar contaminantes de

forma sostenible (Trujillo-Zapata et al., 2021).
2.4.1. Fitorremediacion

La fitorremediacion, emplea plantas tolerantes o hiperacumuladoras para
remover, inmovilizar o transformar contaminantes mediante distintos
mecanismos, se puede dar en diferentes modalidades, entre ellas tenemos
la fitostabilizacion que inmoviliza metales en la rizésfera (Mendarte-Alquisira
et al., 2021). Por otra parte, también se utiliza, la fitoextraccién que acumula

los MPs en la biomasa aérea (Alderete-Suarez et al., 2019).
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2.5.

De igual manera se encuentra la fitovolatilizaciéon que es la transformacion
de metales en formas volatiles menos tdxicas (Hernandez & Hernandez,
2022); y la fitodegradacion que consiste en la degradacién de compuestos

organicos por enzimas vegetales (Gomez et al., 2021).

Es una técnica de bajo costo que mejora el suelo, aunque su eficacia
depende de la especie vegetal, la concentracion de contaminantes y las

condiciones edaficas (Male et al., 2020).
2.4.2. Biorremediacion

Es una técnica que usa microorganismos, bacteriolégicos y fungicos, para
transformar, inmovilizar o detoxificar MPs, mediante bioacumulacion,
biosorcion o biotransformacion (Dourou et al., 2021). Puede ser in situ 0 ex
situ, y ciertos microorganismos liberan compuestos que facilitan estos
procesos, adaptandose a distintos niveles de contaminacién (Gonzales et
al., 2021).

Interaccion bioldgica

Asi como existen plantas que presentan susceptibilidad ante una elevada
concentracién de metales, también habitan organismos herbaceos con la capacidad
de tolerar la presencia del contaminante (Massi et al., 2020). Esta tolerancia se
produce por la asociacion que existe entre microorganismo fungicos, junto a plantas
herbaceas, constituyendo una comunicacion microbiana que permite la inhibicion y
detiene el traslado de ion metalico (Chavez et al., 2013; Ferreira et al., 2013;
Morales & Méndez, 2021; Nufiez et al., 2023a, 2023b).

Es de vital importancia conocer la complejidad de la absorcion metalica, debido a
que los estos compuestos logran sustituir en la molécula de clorofila, al ion
Magnesio (Mg*?), afectando la actividad fotosintética (fotones) y la productividad
de la pigmentacién (Edding et al., 2006; Navarro-Avifié et al., 2007). En la fase foto-
sistémica Il (PSIl), la movilizacién eléctrica de compuestos esenciales, y el
transporte de la molécula de oxigeno quedan inhabilitados, debido a la suplantacién
del ion Mg*2, por los metales, dicha sustitucion se lleva a cabo en la fotolisis del
agua (H,0) (Navarro-Aviné et al., 2007; Vega & Clavijo, 2017).

La sustitucién permite que el metal se pueda unir a los grupos funcionales que
accionan con diversos atomos de azufre (S), nitrogeno (N) y oxigeno (0), de igual

manera puede provocar la remociéon de compuestos volatiles que posean
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caracteristicas fisico-quimicas andalogas (Arteta et al., 2018; Edding et al., 2006;
Maldonado, 2009). Este enfoque aprovecha la asociacion de cultivos herbaceos
tolerantes con hongos capaces de captar y remover la presencia metalica,
contribuyendo a la recuperaciéon ambiental (Ferreira et al., 2013; Garcia et al., 2020;
Hernandez-Ruiz et al., 2017).

Momordica charantia (Papayita de soina)

Es una especie herbacea, distribuida en su mayoria por Africa, siendo nativas en el
tropico y encontrando 10 especies en Asia, 7 en la India y algunas insertadas en
América en los paises de Colombia, Brasil y Peri (Armas & Ramirez, 2020;
Jiménez-Suancha et al., 2015; Moreno-Rivas & Ramos-Clamont, 2018; Roman et
al., 2022). Perteneciente a la familia Cucurbitaceae, son esencialmente utilizadas
en el campo medicinal y la alimentacion ganadera, en total se han registrado un
total de 45 especies pertenecientes al género Momordica (Aminah & Anna, 2011;
Bharathi & John, 2013; Grover & Yadav, 2004; Subratty et al., 2005).

En el Peru, crece de forma natural en el departamento del Cusco, La Libertad,
Loreto, San Martin y Tumbes (de Mera et al., 2019; Saavedra et al., 2013; Seminario
et al., 2021; Ventura et al., 2023). En los recintos aledafios es utilizada por sus
propiedades medicinales de forma tradicional por las diversas comunidades
nativas, siendo también triturado y consumido como un sazonador natural en
diferentes variedades culinarias, teniendo un sabor amargo caracteristico
(Bustamante Leyva & Buitron Alvarado, 2020; Paniagua-Zambrana et al., 2020;
Sabouri & Sajadi, 2022).

Se tiene en cuenta la clasificaciéon de Bharathi and John (2013) y con algunos
aportes modificados de Giuliani et al. (2016) y Rizzo et al. (2023).

21



Taxonomia botanica

Reino : Planta

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Orden : Cucurbitales

Familia : Cucurbitaceae

Género : Momordica

Especie : Momordica charantia L.

2.6.1 Botanica general

En el mundo se le conoce como una hortaliza tropical que habita en climas
célidos, donde se le da diferentes denominaciones tales como balsamina o
pepinillo africano, melon amargo (México), Ampalaya (Filipinas), pera de
balsamo (Estados unidos y Reino Unido), cundeamor, tomaco (Venezuela,
Puerto rico, Republica Dominicana, Cuba); achogchilla (Peru) o papayita de
sofa (Aminah & Anna, 2011; Grover & Yadav, 2004; Shan et al., 2012).
También se encuentra ubicada en Nueva Zelanda, Brasil, China, Colombia,
Haiti, Panama, Medio oriente, Nicaragua, Tailandia, Japén y Singapur
(Bortolotti et al., 2019; Rizzo et al., 2023; Scartezzini & Speroni, 2000).

Es una maleza arvense que requiere de caracteristicas edafoclimaticas
indispensables para su desarrollo, depende exclusivamente de la exposicion
a la luz solar de forma directa, en un rango de temperatura (T°) que oscilen
entre los 25 a 35 2C, un pH ligeramente acido y en algunas ocasiones neutro
(5.5 — 7.5); debido a las condiciones de suelo, habitualmente crece en
nichos ecolégicos ricos en nutrientes esenciales nitrégeno, fosforo y potasio
(Beyra et al., 2004; Ooi et al., 2012; Pérez, 2009).

Es una enredadera monacea de fragil envergadura, presenta un tallo de
forma alargada (1,5 — 5m) provisto de zarcillos, y recubierto de pelillos
(Giuliani et al., 2016; Rizzo et al., 2023; Subratty et al., 2005). Es un tipo de
maleza habil para crecer, enrollandose de manera agil sobre la superficie

frondosa de una gran variedad de arboles con la finalidad de obtener
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proteccion (Bharathi & John, 2013; Bortolotti et al.,, 2019; Scartezzini &
Speroni, 2000).

Sus hojas son lobadas (5 — 7 I6bulos por hoja, teniendo una extensién de
3 — 6 cm con forma de ovado), poseen una caracteristica muy peculiar, son
lisas, alternadas y en su mayoria membranosas, situadas por debajo de las
nervaduras (Beyra et al., 2004; Joseph & Jini, 2013).

Su flor casi siempre es unisexual, de pigmentacion amarilla, axilares
solitarias, y de forma pendular (Agosto, 2007; Ooi et al., 2012). Presenta una
corola compuesta por 5 pétalos, y 2 bracteas que acomparian el proceso de
inflorescencia. Se tiene en cuenta que el proceso de floracién puede llegar
a inhibirse a una temperatura que exceda los 37 °C (Basch et al., 2003;
Beyra et al., 2004; Ooi et al., 2012).

De igual manera, su fruto es de forma cilindrico, con una protuberancia
alargada de 2-3 cm, teniendo una pigmentacion verde antes del proceso de
maduracion, con un pericarpio blando y con una coloraciéon naranja al
momento de la fructificacion, donde se producen de 5 — 15 semillas elipticas
aplanadas de color rojizo intenso, son dispersas por aves y mamiferos,
mamiferos, germinando entre 20 a 25 dias (Basch et al., 2003; Grover &
Yadav, 2004; Kumar & Bhowmik, 2010; Pérez, 2009).

Helianthus annuus (Girasol)

Es una especie de origen americano, se puede encontrar en los caminos costeros
de estados unicos, Canada y México, habitando de forma silvestre, donde
esencialmente se registran unas 50 especies, que tiene una linea de tiempo vivo
anual o perennes, adaptadas a una gran variedad de nichos ecoldgicos, y que
poseen diferentes caracteristicas fisico-morfologicos (Becheran et al., 2024;
Jockovic et al., 2025; Shree et al., 2025; Valjarevi¢ et al., 2025).

Algunas de estas especies presentan un genoma diploide, tetraploide o hexaploide.
En América esta especie tropical se puede encontrar en los paises con regiones
templadas donde la T° oscilen entre los 20 — 30 °C, siendo situada en argentina,
Brasil y Peru (Jockovic¢ et al., 2025; Lavado-Meza et al., 2023; Roman et al., 2022;
Souques et al., 2025).
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Debido a su atractivo natural y belleza paisajistica, se registra un proceso de
siembra en las regiones limefas (Huaral y Aucallama), asimismo su presencia
escénica también se evidencia en las zonas de Lambayeque y Ancash (Becheran
et al., 2024; Haque et al., 2025; Shree et al., 2025).

No solo se expresa su magnificencia como un cultivo agricola, sino como un
sinébnimo de cultura natural, debido a que brinda un servicio ecoldgico muy
agradable siendo conservado en algunos jardines como un atractivo turistico
(Jockovi¢ et al., 2025; Lin et al., 2025; Tintaya, 2018).

Se tiene en cuenta la clasificacion de Souza et al. (2022), con aportes taxonémicos
de Baack et al. (2005) y Yigiter and Coskun (2024)

Taxonomia botanica

Reino : Planta

Division : Magnoliophyta
Clase : Liliopsida
Orden : Asterales
Familia : Asteraxeae
Género : Helianthus
Especie : Annuus L.

2.7.1 Botanica general

Es una especie sin ramificaciones, que posee un solo capitulo de mayor
tamanfo que la gran variedad silvestre. Los capitulos tienen un rango de 700-
3000 flores en los hibridos que son utilizados para extraer aceite esencial, y
un poco mas de 8000 en los ejemplares que son utilizados en la industria
comercial (Chen et al., 2024; Haque et al., 2025; Roman et al., 2022).

Esta especie posee una raiz principal pivotante profunda que puede llegar a
medir hasta 3 metros, con unas raices secundarias que se aferran a la capa

del suelo de forma lateral, proporcionandole estabilidad y eficiencia,
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logrando facilitar la absorcion de nutrientes (Lekeufack et al., 2025; Siregar
et al., 2025; Tintaya, 2018).

Puede tener un mayor crecimiento longitudinal, en suelos pesados,
arcillosos y con un sistema de drenaje bien definido (Lekeufack et al., 2025;
Souques et al., 2025; Valjarevi¢ et al., 2025). Son altamente tolerantes a la
variabilidad del pH del suelo, con un alto nivel de salinidad, se le conoce
como una planta solitaria, debido a su intolerancia a la sombra, le permite
crecer mejor en espacios vacios (Jiménez-Suancha et al., 2015; Mendes et
al., 2025).

La extensién de su tallo, presenta una morfologia robusta, y generalmente
no es ramificado, su altura varia entre 1.5a 4 m dependiendo de las
condiciones climaticas, expresando una textura aspera con presencia de

tricomas rugosos (Roman et al., 2022; Valjarevic et al., 2025).

Sus hojas forman una circunferencia perfecta, con una alternacion aleatoria
en sentido horario, de forma ovalada, con un apice agudo, cada uno de sus
pétalos puede medir de 15 a 45 cm, sus bordes son dentados, con una
superficie aspera (da Silva et al., 2025; Mendes et al., 2025; Shree et al.,
2025).

Las flores, forma un disco circular perfecto, y se disponen en arcos que
irradian desde el centro del capitulo, donde las flores fértiles, tras la
polinizacién, dan origen a los frutos. (Chen et al., 2024; Souques et al.,
2025). Estas capas empinadas son de color amarillas estando ligadas entre
si, siendo llamativas y estériles (Lin et al., 2025; Roman et al., 2022). La
corola absorbe fuertemente la luz solar, promoviendo la atraccién de los
insectos polinizadores (Becheran et al., 2024; da Silva et al., 2025; Jiménez-
Suancha et al., 2015).

La fase de fructificacion presenta un fruto aquenio, de forma avalada y
comprimida en los laterales, teniendo una medicion de 7a 15mm, de
longitud, varia en la tonalidad simultaneamente puede ser negro y a veces
gris, y presenta franjas blancas (Lekeufack et al., 2025; Tintaya, 2018). Se
pueden producir las semillas en una temporada de crecimiento de 4 meses
(de Luna et al., 2025; Lin et al., 2025).
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2.9,

Propiedades climaticas

La variacion climatica que presenta la zona nortefia, permite el crecimiento modesto
de las especies herbaceas, el norte del pais presenta un clima calido generalmente
tropical seco, con una estacionalidad lluviosa (Gutiérrez, 2012; Metzger, 2019),
donde las temperaturas pueden oscilar entre 24 — 30 y en algunas ocasiones del
verano llegar a 34 — 35 2C, la mayor parte del ano es seco y caluroso (Martinez &
Céspedes, 2017; Rosales et al., 2010), pero en los meses de enero hasta abril
suelen existir precipitaciones algunas de forma moderada y otras que causan dafios
en gran magnitud, ocurriendo especialmente en la ciudad de Tumbes (Metzger,
2019; Takahashi & Martinez, 2015).

Técnicas moleculares en organismos fungicos

Las técnicas moleculares permiten obtener una informacion taxonémica, genotipica
y patoldgica detallada, en funcidén de las caracteristicas expresadas por cada
organismo fungico, donde se obtiene un patron de reconocimiento junto con una
secuencia molecular de la trascendencia gendmica del organismo analizado
(Sanchez et al., 2016; Suarez-Contreras & Pefiaranda-Figueredo, 2022; Tovar et
al., 2004).

2.9.1 Aislamiento microbiolégico

Es un proceso secuencial que utilizan en la ciencia micoldgica con el fin de
obtener organismos fungicos puros, a partir de muestras naturales extraidas
de suelo, agua o plantas (Guigén-Lépez et al., 2010; Tovar et al., 2004). Esta
técnica se emplea ampliamente en investigaciones microbiolégicas,
biotecnoldgicas y medicinales (Allende et al., 2013; Camarena-Gutiérrez,
2012).

El aislamiento se lleva a cabo utilizando muestras microbioldgicas,
sembrandolas en un medio de cultivo adecuado como el potato dextrose
agar (PDA), donde se le adiciona una temperatura adecuada en el proceso
de incubacion, donde posteriormente, se realiza la purificacion vy
conservacion de los aislados (Guigon-Lopez et al., 2010; Rivero &
Maniscalco, 2016; Sanchez et al., 2016).
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Extraccion del ADN fungico

El estudio del ADN, representa un pilar fundamental en la investigacion
cientifica, tecnolégica y social (Retana et al., 2018; Unda et al., 2011). En
ingenieria genética se utiliza para diagnosticar enfermedades, identificar
plagas, generar organismos mutados o desarrollar plantas resistentes,
alimentos transgénicos y diversas incognitas que alteran la incertidumbre de
la sociedad (Camarena-Gutiérrez, 2012; Guigon-Lopez et al., 2010; Rivero
& Maniscalco, 2016).

La extraccion del ADN se emplea tanto en la deteccidon como en el
diagnéstico de organismos fungicos patégenos y benéficos (Guigdn-Lopez
et al., 2010; Retana et al., 2018). La pared celular de los hongos, compuesta
por quitina y glucano, le confiere gran resistencia, por lo que es necesario
aplicar métodos que permitan su ruptura eficiente (Allende et al., 2013; Tovar
et al., 2004).

Generalmente, el procedimiento requiere la trituracion de las muestras en
nitrogeno liquido y el uso de tampones fuertes, lo que facilita la ruptura
celular y la liberacion de las cadenas de ADN (Allende et al., 2013; Guigon-
Lopez et al., 2010; Retana et al., 2018; Rivero & Maniscalco, 2016).

Reaccion en cadena polimerasa (PCR)

La PCR, es una herramienta que permite amplificar secuencias especificas
de ADN a través de ciclos que incluyen desnaturalizacién, alineamiento y
extension, regulados por cambios de temperatura controlados (Camarena-
Gutiérrez, 2012; Sanchez et al., 2016).

De igual manera se le conoce como un método enzimatico donde participa
la polimerasa termoestable (Tag-polimerasa), teniendo como Unica funcion
la replicacion de los fragmentos en las cadenas de ADN. De esta manera, la
PCR facilita la deteccién e identificacién genética de microorganismos
fungicos y bacterianos, con base en el material genético caracteristico de
cada especie (Allende et al., 2013; Guigén-Lopez et al., 2010; Sanchez et
al., 2016).
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2.9.5

Electroforesis

Es una técnica que permite sintetizar y codificar enzimas proteicas, junto con
filamentos de ADN y ARN segun la corresponda la muestra, mediante un
campo eléctrico aplicado a un gel de agarosa, que actua como tamiz

molecular (Rivero & Maniscalco, 2016; Unda et al., 2011).

Es importante en estudios genéticos, donde se analizan la diversidad de
microrganismos fungicos, junto con la deteccion del marcaje molecular
(Allende et al., 2013; Guigon-Lépez et al., 2010). La separacion se realiza
segun el tamano, peso molecular y distribucion de las macromoléculas en el

campo eléctrico (Camarena-Gutiérrez, 2012; Tovar et al., 2004).
Espaciador interno transcrito (ITS)

La region ITS, es un pequefio fragmento del genoma secuencial
denominado ADN espaciador, ubicado de manera exclusivo entre ADN
ribosomal 18s y 28s (Dufau et al., 2021; Fern et al., 2018; Granados-Montero
et al., 2022). Esta regién es ampliamente utilizada en biologia molecular,
obteniendo una informacion detallada de la clasificacion taxonémica y la

variabilidad de la especie codificada (Dufau et al., 2021; Flores et al., 2021).

Se le conoce también como el codigo de barras universal en hongos, que
actia como un marcador molecular, asi mismo es utilizado para el analisis
metagendmico, basandose en datos genéticos que son proporcionados por
la base de datos del Genetic Databases (Base de datos de secuencias
genéticas) y el UNITE (Base de Datos para la Identificacion de Hongos); se
puede obtener una informacién precisa sobre la diferencia de especies
(Dufau et al., 2021; Fern et al., 2018; Granados-Montero et al., 2022;

Montero-Tavera et al., 2013).
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2.9.6 Secuenciacion del ADN fingico

Es el proceso molecular que permite leer, analizar y determinar la expresion
genodmica de una secuencia fungica, situada en la proyeccion del nucleétido
en el ADN, logrando obtener una identificacion exacta del genoma
estudiado, con la finalidad de observar sus rasgos evolutivos, detectar
variantes genotipicas, identificar metabolitos benéficos, clasificarlo y obtener
su informacién genética (Camarena-Gutiérrez, 2012; Flores et al., 2021;
Retana et al., 2018).

Los métodos gendmicos de la secuenciacion en las regiones ITS, ha
demostrado que la region ITS2 del ADN ribosémico en organismos fungicos,
suele ser el mas preciso, reproducible y expresivo, gracias a su amplia
estabilidad inherente (Camarena-Gutiérrez, 2012; Granados-Montero et al.,
2022; Sanchez et al., 2016). Se le conoce también como el codigo oro o
cédigo de barras de vida fungica, debido a la aceptacién que tienen las
secuencias por los taxones fungicos (Fern et al., 2018; Montero-Tavera et
al., 2013).

2.10. Antecedentes literarios

A medida que ha pasado el tiempo, la reaccién contaminante producida en los
suelos, ha generado su progresiva degradacion, erosion y empobrecimiento
nutricional. Afectando de manera directa los parametros edaficos, intoxicando de
manera letal, a cada uno de los organismos vivientes que se alimentan de la materia

prima producida en el filamento de la capa terrestre.

Sandoval-Pineda et al. (2020), expresa en su investigacion, que los suelos con alto
indice de Cd, perjudica la presencia diversificada de hongos, asociados a
Theobroma cacao L. el esquema se basa en 2 suelos con dos concentraciones,
baja (B — Cd: 0,1 mg kg™1) y alta (A — Cd: 20,9 mg kg~?!). Los indicadores que se
utilizaron fueron, abundancia, riqueza y diversidad (21%, 20% y 11%), encontrando
5 de 7 géneros en comun (B y A), asi mismo 4 morfoespecies se registran de un
total de 23, en ambas concentraciones, identificando con mayor dominancia en A
(Diversispora spurca, Rhizoglomus sp. y Claroideoglomus etunicatum), lo cual

sugiere que estas especies son tolerantes a un indice levado de estrés metalico.

Anadiendo informacién al campo cientifico, Mufoz-Silva et al. (2019), realizo un

estudio identificando aislados fungicos y bacterioldgicos con tolerancia a MP en un
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pasivo minero del Peru (Jangas), para el caso de los hongos se realizado una
clasificacion taxonomica mediante la region ITS, y para bacterias el gen 16S ADNTr.
En total se registraron 23 (hongos) y 18 (bacterias), concluyendo que los
organismos fungicos identificados, expresaron un mayor indice de tolerancia frente

a la exposicion de Cd.

La mayor parte de los estudios previos realizados se asemeja a una asociacion
entre el girasol y los hongos en funcién al desarrollo del crecimiento fisiolégico y el
crecimiento longitudinal de la especie, por ende Cartaya-Rubio et al. (2024), en su
estudio sobre la floracion temprana e incremento diamétrico del capitulo floral,
especifica que los inocuos de organismos fungicos, promueven el incremento y el
desarrollo fisioldgico de Helianthus sp. Utilizando a Rhizophagus intraradices y
Funneliformis mosseae, en 5 nivéleles de tratamiento junto a 6 repeticiones . Donde
las especies fungicas utilizadas, promovieron el crecimiento de las especies

asociadas.

De igual manera, Vital-Vilchis et al. (2020), sefala que la interaccion de Helianthus
annuus L., junto con hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA), en este
caso, Glomus cubense y Rhizoglomus intraradices, promueven el desarrollo
fisioldgico, elevan el contenido de clorofila, aumentan el peso y altura de la planta.
Debido a esas variables progresivas, concluyo que el proceso de las micorrizas
inoculadas es benéfico en la interacciéon fungica con organismos herbaceos,
reduciendo la infeccion toxica del contaminante (60%), e incrementando el

desarrollo morfologico del girasol.

Por otro lado, no se registra una seria asociacion constante entre organismos
fungicos y Momordica charantia, la sistematizacion literaria refleja la limitacion que
existe en la identificacion molecular de hongos que se han tolerantes a MP
interactuando con esta especie herbacea. Debido a que sus propiedades quimicas,

permiten que sea utilizada con mayor importancia en el campo medicinal.

Teniendo en cuanta los amplios compuestos que se extraen de la papayita de sofia
en la medicina, Batool et al. (2024), experimenta un estudio sobre la relacion
contaminante de aguas residuales utilizadas como riego de manera indirecta frente
a Momordica charantia. El andlisis hidrico, sintetiza la presencia de Cd, Pb y Ni
(2,67; 1,95y 1,02 mg/l), excediendo los limites permisibles de riego agricola. Las
consecuencias son muy dafinas, reduciendo la germinacién (45%), enraizamiento

(42%), clorofila (25 — 30%) y crecimiento de brotes (38%), logrando aumentar el
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estrés toxico en un (40%). Se concluye que la exposicion de la especie junto al agua
residual contaminada altera gravemente el procesamiento metabdlico, retrasando

el desarrollo y generando un estrés conflictivo.

Debido a esta baja data informatica, Dolatmand-Shahri et al. (2024), experimento
durante 2 anos, sobre la interaccion de organismos fungicos junto a Momordica
charantia, con la finalidad de observar su comportamiento, crecimiento y
rendimiento frente a la sequia. Se utilizaron sepas de Glomus mosseae y G.
intraradices, disenando un esquema factorial divisible completamente en bloques al
azar. Los resultados muestran que los acidos fendlicos del fruto, aumentaron
significativamente, también se incrementd el componente fisioldgico y la sintesis
bioquimica, obteniendo como resultado que papayita de sofa, asociada puede ser

resistente a la baja presencia del recurso hidrico.

31



3.1.

3.2.

IIl. MATERIALES Y METODOS
Tipo de investigaciéon

El analisis del estudio, refleja un enfoque aplicado y a la vez experimental, debido
a que se empelaron herramientas y técnicas de forma objetiva; describiendo el
problema que se aborda segun los indices problematicas establecidos (Guerrero,
2019; Molina et al., 2021).

Zona de muestreo

Las actividades de campo se desarrollaron en zonas agricolas localizadas en el
barrio San José (Tumbes), donde se efectud el muestreo dirigido (M1). En este
sector se registré6 ademas la presencia de Momordica charantia. De manera
complementaria, se identificaron poblaciones de Helianthus annuus en la localidad
de Tacural (M2 y M3), especificamente en una parcela agricola destinada a cultivos

mixtos (Tabla 1).

La seleccion de estos puntos de muestreo respondio a criterios de representatividad
y accesibilidad, considerando que los cultivos en ambas localidades dependen del
recurso hidrico proveniente del rio Tumbes (DIRESA, 2023). En este contexto, el
muestreo de M. charantia y H. annuus adquiere importancia estratégica, dado que
su presencia en la zona norte del pais es limitada (Pernia et al., 2018). Lo que
incrementa el valor estratégico de su muestreo como modelo biolégico para la

evaluacion de tolerancia a MPs (Fig. 1).

Tabla 1. Ubicacion de las zonas de muestreo.

Zona Cddigo Este (E) Norte (N) UTM  Especie recolectada

Z1 M1 558524.69 m E 9607794.10 m S 17M Momordica charantia

M2 563287.89 m E 9598764.58 m S 17M Helianthus annuus

Z2
M3 563795.33 m E 9598160.64 m S 17M Helianthus annuus

32



Fig. 1. Mapa de Ubicacién Geografica de muestras.

A {

CONTRALMIRANTE VILLAR

TALARA

SULLANA

ZARUMILLA

ZONA 1 Afan GarclaPerez i::

a 5 TUMBES :
‘ Mﬁcardg Flores Dioses g

EI Tablazo

CORRALES . 'Bue“nos Arres

CORRALES
EI Mllagro

Garbanzal

SAN JACINTO

‘San Juan de La’vVirgen' :
P M3 Tacural

PAMPAS DE HOSPITAL  SAN JUAN DE LA VIRGEN

L Cevero e :
‘Cerro Blanco Bellavista
LEYENDA UNIVERSIDAD NACIONAL DE TUMBES
== FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
= MAPA DEL PERU ESCUELA PROFESIONAL D'E INGENIERIA'FORESTAL Y MEDIO AMBIENTE
; MAPA DE UBICACION GEOGRAFICA DE LAS ESPECIES
" MAPA PROVINCIAL DE TUMBES ELABORACION:MONTALVAN FLORES, OSWALDO A.
= SISTEMA DE REFERENCIA:
o - WGS84/UTM/Zona 17 S.
< CENTROS POBLADOS FECHA DE ELABORACION:
—— 30/ 05 /2025.
A’Lf ZONA 1 \ ESCALA: LUGAR DE EJECUCION
e 0 15 3 . B - 1: 25 000 TUMBES
ZONA 2 O Ea—— aa—— Km

33



3.3

Recoleccion del material vegetal y rizosférico

La recoleccion de muestras se realizdé en funcion a las dos especies de plantas
herbaceas, Momordica charantia y Helianthus annuus, siendo seleccionadas como
especies modelo por su presencia en la zona agricola. En ambos casos se eligen
individuos juveniles, en etapa de crecimiento activo, asegurando raices

representativas del sistema rizosférico.

Debido a que la especie Momordica charantia, es una especie de maleza rastrera
de tamano reducido, se seleccion6 una especie juvenil en vias de crecimiento con
elongacion recta. Una vez identificada la especie, se realiz6 una calicata (20 x 20 x
15 cm) en relacion de la raiz con el suelo de acuerdo con la metodologia de Paiva
and Figueredo (2023). Asi mismo se logré extraer 40 g de suelo rizosférico

siguiendo la guia de Verde (2022), para la continuacién experimental.

Una vez obtenido el material rizosférico, se depositd en bolsas plasticas estériles
de polietileno, siendo rotulado de acuerdo al lugar muestreado, la localidad, peso
de la muestra, fecha establecida, y la especie recolectada. Siendo cada una de

estas muestras georreferenciadas (Fig. 2).

Es importante resaltar que los materiales de muestreo (palana, tijera, plumon
indeleble, guantes y cinta) fueron previamente desinfectados con alcohol (70%) y
se utilizé guantes para recolectar las muestras. Finalmente, las muestras fueron
trasladadas en cooler (4°C) al Laboratorio de Biotecnologia molecular (LBM) —
Universidad Nacional de Tumbes.

Fig. 2 Recolecciéon de muestras
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3.1.

Preparacion del medio y siembra rizosférica.

Se empleo un medio de cultivo PDA, siguiendo la formulacion estandar, teniendo
las siguientes apreciaciones descritas por Toledo and Barroetavena (2017), con
variaciones de Guin-po (2024) y Espinoza et al. (2023), en funcion a la siembra de

la rizosfera.

Una vez preparado del medio PDA, se depositd en una autoclave (121 C x 20 min),
con la finalidad de erradicar, todo tipo de presencia contaminante. Asimismo, para
inhibir el crecimiento bacteriano se adicioné cloranfenicol (100 mg/L), a partir de
una solucién madre (10 mg/mlL). Una vez enfriado el medio, se incorpord 1 mL de

la solucion por cada 200 mL de PDA.

El vertido y la siembra se realizaron bajo camara de flujo laminar, empleando
material estéril previamente desinfectado con etanol al 70 % y radiacion UV (15
min). Se dispusieron 20 mL de medio por placa Petri, con seis tratamientos, tres
placas inoculadas con 2 g de suelo rizosférico, dos con segmentos radiculares de

3 mm, y una placa como control sin inoculacion. (Fig. 3).

Luego del proceso de siembra, se enrollaba con la cinta aislante, todo el contorno
de los bordes de la placa con la finalidad de incubar (24h) a temperatura ambiente

(T°), protegiendo de todo tipo de contaminacién aéreo al cultivo sembrado.

Fig. 3 Siembra Rizosférica
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3.2.

3.3.

Aislamiento y purificacion

Transcurridas 24 h de incubacién en las placas madres (PM), se prepararon 500 mL
de PDA, suficiente para 30 placas Petri (pP), esterilizadas en autoclave

(121 °C/20 min) y suplementadas con cloranfenicol (1 mL/200 mL).

El procedimiento se realizé en camara de flujo laminar (CFL), empleando mechero
Bunsen. Se recortaron fragmentos micelares de 2 x 2mm de las PM y se
transfirieron a las nuevas placas. En total se sembraron 24 pP, 11 correspondientes

a Momordica charantia, 11 a Helianthus annuus, y 2 controles por grupo.

El aislamiento permiti6 obtener regiones micelares purificadas en cuatro
repeticiones, logrando el crecimiento individual de los organismos fungicos para su

posterior secuenciacion molecular (Fig. 4).

Fig. 4. Aislamiento y purificacion fangica.

Caracterizacion morfolégica

Después de sembrar, purificar y obtener cada uno de los organismos fungicos en
estado de crecimiento. Se realizo una caracterizacion morfoldgica, clasificandose,
segun, Huaman-Pilco et al. (2023), por forma (F), tamano (Ta), elevacion (El), borde
(Bo), superficie (Su) y color (Co). De igual manera una vez obtenido el producto
fungico, se realizaron 3 purificaciones, verificando la replicacion y pureza del

organismo (Tabla 2).

Adicionalmente se extrajo un pequefio fragmento del micelio, depositandolo en el
porta objeto, esparciéndolo y fijandolo frente la flama, asi mismo se llevo a cabo
una prueba de tincidon determinando la estructura microscopica (30 ul x 1min) de
azul-fenol, luego (30 ul x 1min) de Lugol, lavando los bordes con la pizeta;
seguidamente se adiciono, (25 ul x 5seg) de alcohol, y por ultimo la finalmente
30 ul x 1 min de safranina. Logrando asi observar la estructura microscépica de los

organismos fungicos (Morales-Mora et al., 2020).

36



3.4.

Tabla 2. Parametros evaluados en la caracterizacion morfolégica.

Morfologia Parametros Descripcion
Circular / Irregular / Filamentosa /
Forma
Rizoide.
Blanco / Canela / Verde / Negro /
Color
Mostaza / Crema.
Caracteristicas Entero / Ondulado / Lobulado /
Borde
Filamentoso
Plana / Elevada / Convexa / Crateriforme
Elevacion
/ Acuminada
Superficie Lisa / Mate / Seca / Cremosa / Invasiva

Analisis molecular

Para la extraccion del ADN, fungico, se utilizo el método CTAB, descrito por Suarez-
Contreras (2016), extrayendo (150 — 200mg) del micelio, siendo depositado en un
microtubulo (5ul), macerandolo con una punta modificada, realizando vibraciones
en el agitador vortex (Rslab-6Pro), durante 1 minuto, sedimentando el micelio,
depositandolo en un tubo de la centrifuga esterilizado (1,5ml), donde se le transfirid
800 ul de tampon de extraccion fungica (Tris —
HCl 0,1 M,pH 8,EDTA 10 mM,pH 8,NaCl 2,5M,3,5), al 2 % de CTAB, se le
afadieron 150 ul de 20 mg/ml de proteinasa K, recibiendo una centrifugacion
refrigerada (Mikro, 220r) a 10 000 RPM durante 10min, la mezcla se agito en un

sistema de alta velocidad en el Rslab-6Pro, durante 5min.

Las muestras se situaron en agua (65 °C durante 30 min). Después se centrifugo
(10 000 RPM x 10min), dejando reposar a temperatura ambiente, acto seguido el
sobrenadante se mezclé en un volumen igual de fenol-cloroformo-alcohol isoamil
(25:24: 1 ul). Se homogenizaron en el vértex sumamente (1min), Se retiro el liquido
superficial, y se centrifugaron nuevamente las muestras (10 000 RPM x 10min),

mezclando el sobrenadante con un volumen de cloroformo (24 ul) y alcohol isoamil
(Tuld).

Se centrifugd nuevamente bajo los parametros establecidos, recogiendo el
sobrenadante y afiadiéndole un volumen igual de isopropanol refrigerado a una T°
muy baja. Las muestras se fueron incubadas (—20 °C x 1h). Pasado ese tiempo,
centrifugamos (13 000 RPM x 15min), logrando sedimentar el ADN. Se decanto y

lavo el sedimento (ADN) con etanol (800 ulal70%), -centrifugandose
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3.5.

(10 000 RPM x 10min), luego el ADN, fue secado y disuelto en 200 ul de tampdn TE
(Tris — HCl 10 mM,pH 8,EDTA 1 mM).

Finalmente se agregaron 5 uL de RNasa A (20 mg/mL) a la muestra, se agito en el
vortex durante 2min, dejando incubar (37 2C x 1h). Al finalizar ese tiempo, se
recupero el ADN, y se dejo secar a T° ambiente, luego se reconstituyo, en TE

(200 pl), para conservarlo y ser utilizado en la PCR.

La calidad del sedimento extraido, se obtuvo mediante geles de agarosa

(electroforesis 0.8%), seguida de una tincion de EtBr (bromuro de etidio).

La pureza del ADN; se evalu6 segun Gratero et al. (2023), a partir de la relacion
(A260/A280 nm), y el rendimiento se obtuvo mediante la absorbancia (260/230 nm)
utilizando un espectrofotometro (Tabla 3). Se consideraron muestras de alta pureza
aquellas que presentaron valores de A260/A280 entre 1.8 y 2.0, y de A260/A230
entre 2.0 (Joseph Sambrook, 2001; Ritalahti et al., 2010).

Tabla 3. Relacion entre la Absorbancia y rendimiento.

Concentracion ADN Absorbancia Absorbancia
(ng/ml) 260/280 (nm) 260/230 (nm)

Muestra

Amplificacion de la region ITS

Se realiz6 una amplificacion de la secuencia del ADN extraigo, mediante la reaccion
en cadena (PCR), donde las concentraciones finales (Tabla 4 y 5), fueron
configuradas en un determinado volumen (25 ul), adicionalmente se programé 35
ciclos en el termociclador (Miniamp plus, 500w) (Dresch et al., 2015), a una T° pre-
desnaturalizada (95°C x 5min), seguidos de 35 ciclos en etapa de
desnaturalizacién (95°C x 30seg), asi mismo el alineamiento se desarrollé6 en 35
ciclos (57 2C x 50seg), de igual manera la extension polimeracion proteica se marco
en 729C x 1min 45 seg, finalmente se realiz6 el proceso final de la extension
72 °C x 5min (Corbisier et al., 2007).

Tabla 4. Concentracion inicial de Primer

Primer Secuencia Autor
ITS1 5 —TCCGTAGGTGAACCTGCGG — 3’ (Lee etal., 2014)
ITS4 5 —TCCTCCGCTTATTGATATGC — 3’ (Borneman & Hartin, 2000)
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3.6.

3.7.

Tabla 5. Concentracion final (PCR)

Reactivos Volumen (ul) Concentracion
ADN molde 2.0 -
H, 0 libre de nucleasa 15 1,5ml
10 mM Tris — HCI,
Buffer 10X 2.5 50 mM KCl,
1.5mM MgCl2
MgCl, 1.5 25 ul
dNTPs 0.5 10 mM
Primer ITS1 1.0 10 mM
Primer ITS4 1.0 10 mM
Taq polimerasa 1.0 5U/uL

Electroforesis

Es el procesamiento que permite separar moléculas segun su carga, verificando la
proyeccion de la PCR y la amplificacién de los elementos analizados, consistié en
preparar el gel de agarosa (1.5 %, con TAE 1 X), seguidamente se vertié en el molde
por 30min dejando solidificar (Navarro & Flores, 2019). Se cargaron cada uno de
los productos de la reaccion polimérica en la bandeja polimérica (Modelo DW-SPB),
(homogenizando las muestras con 2 buffer de carga y 10 ampliaciones),
intercalandolo junto al Sybr safe, dandole tincioén a las hebras de ADN migrar en la
bandeja de electroforesis, siendo reveladas mediante la inflorescencia Blu
(Maximiliano et al., 2018).

Secuencia y diagnostico filogenético

Al tener la confirmacién de los productos de PCR en el transluminador de luz azul
(Smartblue 465 nm), se prepard amplicones a razén de la intensidad de la banda,
fuerte, media, y leve (D 1:5; D 1:1; muestra sin dilucion), siendo enviados a una
prueba de secuencia, en el Laboratorio AGROACUANALISIS, la secuencia de los
analisis juntos con los lineamientos requeridos, se desarrollaron mediante los
softwares BLAST Y MEGA.
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3.8.

Pruebas de concentracion minima inhibitoria (MIC)

Permiten determinar la menor concentracién del cadmio (Cd) capaz de inhibir el
crecimiento fungico, asi como establecer el rango de tolerancia micelial en
condiciones de exposicion (Pernia et al., 2021). Estas pruebas se realizacion en
secuenciacion con la identificacion molecular, debido a que se extrajo un trozo
replicable de micelio (2mm x 2mm) de cada una de las muestras (Fazli et al., 2015).
Las primeras 22 muestras junto con los 2 controles por cada grupo, sirvieron como
indice de crecimiento sin presencia del metal, teniendo un parametro de medicion
de 5 dias, dejando incubar las muestras a temperatura ambiente (Correa et al.,
2017).

El MCD, (diametro de crecimiento micelar), se expresé en (mm), y se calcul6é cada
24h (Henao & Ghneim-Herrera, 2021). Este procesamiento se realiz6 en la
proyeccion del MCD sin metal (Fig. 5), y de igual manera una vez obtenida la data
de crecimiento sin agentes contaminantes (Zeng et al., 2012), se replicaron en pP
estériles y nuevas (circunferencia pP: 85mm) las 22 muestras fungicas junto con 2
controles por grupo, aplicandoles una serie de concentraciones con Cd (0.5; 2; 5;
10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; y 100mg/L).

La evaluacién del MCD, se realizé mediante el siguiente esquema:

Fig. 5 Esquema para evaluar el crecimiento Micelar.

Implante Crecimiento micelar

(D1 + D2)
2

MCD (mm) =
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Donde:

D1

MCD (Vertical).

D2 MCD (Horizontal).

De igual manera se precisa, que antes del analisis metalico, se realizé una evaluacion del
crecimiento sin metal (s/metal) por cada organismo, realizando 3 mediciones por cada
crecimiento (s/metal), con la finalidad de obtener un rango de crecimiento sin la presencia
del agente contaminante, obteniendo un promedio, que nos permitié calcular el Porcentaje
de Inhibicién (P1%), Diferencia Absoluta de MLGR (AMLGR).

Asi mismo se realizé un analisis cuantitativo de manera simple, obteniendo una data mas
precisa del crecimiento diario del micelio, debido a la variacién del tiempo estudiado

(mm/dia). Las variables que se analizaron son:
3.8.1 Tasa del crecimiento lineal simple (MLGR),

Se utilizé para calcular la velocidad media de crecimiento micelial entre el primery
ultimo dia de medicion, comparando condiciones con y sin metal, segun, Pratt et al.
(2002):

MLGR = P
D -1

equivalencias:
Di = Dia inicial c¢/s metal
D¢ = Dia final c¢/s metal

D; — 1 = Dias totatles menos 1 dia.

3.8.2 Tasa de crecimiento diario

Se aplico para estimar los incrementos de diametro micelial entre dias consecutivos

y obtener la media de crecimiento en intervalos cortos, segun, Wibowo et al. (2007):

4
1
MLGR diaria = ZZ(DHl - D;)
1
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3.8.3

3.8.4

equivalencias:
Di = Didmetro del micelio en el dia i (en mm).
Di;; = Didmetro en el dia siguiente al dia i.

Y = Suma los incrementos diarios desde el dia 1 al dia 4 (4 intervalos).

Tasa de crecimiento diario promedio (TCD o MLGR diaria)

Se empled para obtener un valor representativo del crecimiento fungico diario a lo
largo de los cinco dias de evaluacion, reflejando la tendencia general, segun,
Sanchez (2010):

(D2 = Dy) + (D3 — D3) + (D4 — D3) + (D5 — Dy)

TCD = D, — 1

equivalencias:
D1,...,D5 = Didmetro del crecimiento micelial medido en los dias respectivamente (mm).
t = Numero total de dias de medicion. En este caso, t = 5t.

D; — 1 = Dias totatles menos 1 dia.

Porcentaje de inhibicion (P1%)

Fue utilizado para cuantificar el grado de reduccion del crecimiento micelial
ocasionado por la presencia del metal, expresado en porcentaje respecto al control

sin metal, segun, Fulekar and Singh (2010) y Becerra et al. (2009):

MLGR
PI% = <1 —M>x 100

MLGR(S/metal)

equivalencias:
PI% = Porcentaje de inhibicion del crecimiento flingico frente al metal.
MLGR (con metary = Media de la tasa de crecimiento lineal expuesto al metal (mm/dia).

MLGR (sin metary = Media de la tasa de crecimiento lineal del hongo sin metal (mm/dia).
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3.8.5

3.8.6

3.8.7

A Diferencia significativa

Se aplicd para determinar la magnitud de la disminucién en la tasa de crecimiento
micelial al comparar directamente el tratamiento con metal frente al control, segun,
Gadd (2007):

AMLGR = MLGR(S/metal) - MLGR(C/metal)

equivalencias:
AMLGR = Diferencia en la tasa de crecimiento lineal (mm/dia).
MLGR (con metary = Media de la tasa de crecimiento lineal expuesto al metal (mm/dia).

MLGR (sin metary = Media de la tasa de crecimiento lineal del hongo sin metal (mm/dia).

Tasa de Crecimiento Relativo (RGR)

Se utilizé para evaluar el crecimiento proporcional del hongo, considerando la
variacion logaritmica del diametro entre el inicio y el final del experimento, segun,
Cruz et al. (2018):

In(Ds) — In(Dy)
D,—1

RGR =

Equivalencias:
RGR = Tasa de crecimiento relativo del hongo(mm/dia).

Ln(xy = Logaritmo natural (logaritmo en base x)

D; = Diametro del crecimiento del hongo en el dia 1 (en mm)

Dy = Didmetro del crecimiento del hongo en el dia 5 (en mm).

t = Dia final del experimento. En tu caso, (t = 5); porlotantot—1 = 4.

Regresion lineal simple

Fue aplicada para modelar el crecimiento micelial en funcion del tiempo, obteniendo
la pendiente de la recta como una estimacion ajustada de la MLGR, segun, Reyes

et al. (2011), Se expresa:

y=a+b-x
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Equivalencias:

y = didmetro del hongo (mm)

x = dias de crecimiento.

b = pendiente de larecta = MLGR por regresion
a = intercepto (valor de y cuando x = 0)

Para la calcular la pendiente (b) se formula:

_ nyxy — Yx)y
- n¥x? - (Tx)?

b

3.8.8 Area bajo la curva (AUC)

Se aplicd para calcular el crecimiento acumulado de los hongos durante todo el
periodo experimental, integrando los valores de diametro obtenidos en cada dia de

medicion, segun, Pruessner et al. (2003):

Se aplicara usando la regla de integracion Simpson o trapezoidal. Para esta ocasion

usaremos la regla trapezoidal, formulandose:

5 n-1
Xiv1 — Xi
ave= [Tyaxs Yy ETE
1 - 2
i=1
y(x) = Funcién que representa el crecimiento micelial en funcién del tiempo

5
J. y (x)dx = Integral definida entre el dia 1 y 5. Con una suma discreta (trapecios).
1

x; = Diaide mediciéon (por ejemplo: dia 1, 2, 3,4, 5).

y; = Didmetro del crecimiento micelial (en mm) medido en el dia x;.

n = Numero total de puntos de mediciéon en este caso (n = 5 dias)

X;41 — x; = diferencias entre 2 dias consecutivos.

Y; + ¥iy1 = Suma de los didmetros medidos en dias consecutivos (area del trapecio).

> = Suma de todos los trapecios entre los pares de dias.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacién morfolégica

El analisis se centra en la caracterizacion morfolégica macroscépica de los
aislados, considerando sus principales atributos coloniales de los 22
organismos fungicos, de los cuales 11 provienen de la rizosfera de Helianthus
annuus (girasol) y 11 de la rizosfera de Momordica charantia (papayita de sona),

los cuales se presentan en la Tabla 6.
Tabla 6. Descripcién de las caracteristicas morfolégicas

Codigo Forma Color Borde Elevacion Superficie

Momordica charantia

P1 IR VB LO CR LI
P2 Fl B Fl EL IN
P3 Cl VAB E EL RU
P4 Fl N 0o EL IN
P5 Cl VB E CR RE
P6 RA N E CR RU
P7 IR VAM Fl PL CRE
P8 IR VB LO CR CRE
P9 RA N LO AC IN
P10 Cl VAB E EL RU
P11 RA N E CR RU

Helianthus annuus

G1 Cl VAB E PL RU
G2 IR VAB Fl CR RU
G3 Cl CB E PL CRE
G4 Cl VAB Fl CR S
G5 RA C ON EL IN
G6 RA B ON EL IN
G7 Fl CN ON CO IN
G8 IR VB LO CR LI
G9 Cl VB Fl CR RU
G10 Cl VB Fl CR RU
G11 Cl VB Fl CR RU
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Forma: IR (Irregular), FI (Filamentosa), CI (Circular), RA (Rizoidal).

Color: Bl (Blanco), VB (Verde con bordes blancos), VAB (Verde con anillos blancos),

N (Negro), VAM (Verde con anillos marrones), CB (Crema blanquecino), C (Crema),

CN (Ceniza con centro negro).

Borde: LO (Lobulado), FI (Filamentoso), E (Entero), ON (Ondulado).

Elevacion: CR (Crateriforme), EL (Elevada), PL (Plana), AC (Acuminada), CO (Convexa).

Superficie: Li (Lisa), RU (Rugosa), SE (Seca), CRE (Cremosa), AL (Algodonosa).

De acuerdo con el analisis morfolégico de los aislados fungicos, se realiza una
representacion grafica de las variables analizadas, todos los graficos que se

realizan son en base a la informacion de la Tabla 6.

Fig. 6 Distribucion porcentual de la forma fungica de aislamientos

41% —] —
___ 23% — 23% E— I
I I __ 14% I

Cl IR RA FI

45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

RO

Se observo en la Tabla 6, de acuerdo a la descripcion morfoldgica, que el 41 %
de las colonias presentd una forma circular (Cl), seguido por un 23 % con forma
irregular (IR) y Rizoidal (RA), respectivamente. El 14 % restante mostré una

forma filamentosa (Fl), esto se evidencia en la (fig. 6).

Esta caracterizacion morfologica indica una marcada predominancia de colonias
circulares, seguida por formas irregulares y rizoides, lo cual concuerda con lo
reportado por Chowdhury et al. (2015), quienes destacan que los hongos
filamentosos suelen presentar colonias con una morfologia diversa, moduladas
por factores genéticos y condiciones del medio de cultivo. La variabilidad en la
forma de las colonias puede reflejar estrategias de colonizacién y expansion
micelial, asi como diferencias en la produccién de metabolitos secundarios o en
la retencién de humedad, atributos estrechamente vinculados con la fisiologia

del hongo y su adaptacion al entorno (Matos et al., 2024; Seerat et al., 2022).

Finalmente, esta diversidad morfolégica no solo enriquece la caracterizacion
taxondmica, sino que también aporta informacion clave sobre la ecologia y

comportamiento de los hongos en distintos ambientes. Como destaca,
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Geremew et al. (2024), la observacion de estos rasgos es crucial para una
identificacion preliminar eficaz y para inferir el potencial biotecnoldgico de los

aislados, especialmente en estudios aplicados como la biorremediacion.

Fig. 7 Distribucién porcentual del color fungico
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Fig. 8 Distribucion porcentual del borde micelar
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En cuanto a la coloracién de los aislados fungicos, se observo en la fig. 7, que
el mayor porcentaje (33 %) correspondié a colonias de color verde con bordes
blancos (VB), seguido por un 24 % de colonias verdes con anillos blancos (VAB),
y un 19% de colonias de color negro (N). En menor proporcion (5 %), se
identificaron colonias con coloraciones verde con anillos marrones (VAM),
crema blancuzca (CB), crema (C), ceniza con centro negro (CN) y blanco (BL).
Asimismo, los bordes presentaban una caracteristica entera y filamentosa (Fl)
con un 32%, Lobulado (LO) y ondulado (ON) con un (18%) respectivamente (fig.
8).
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Segun, Bhusal et al. (2017), la diversidad en la coloraciéon de las colonias
fungicas observada en este estudio, predominando los tonos verdes con bordes
blancos (33 %) y anillos blancos (24 %), refleja una amplia variabilidad fenotipica
entre los aislados. Esta variabilidad no es meramente estética, sino que
representa adaptaciones funcionales reguladas por factores genéticos y
ambientales. Asimismo, la expresion de pigmentos puede influir directamente
en la fisiologia del hongo, su interaccién con el ecosistema y la produccion de

metabolitos secundarios.

Ademas, Abadie et al. (2015), indican que la pigmentacién puede actuar como
un mecanismo protector ante condiciones adversas, regulando la captacién de
luz, la proteccion contra radiacion UV y el estrés oxidativo. En particular,
pigmentos como la melanina, asociada a colonias de color negro, han sido
vinculados con una mayor resistencia frente a metales pesados y condiciones
extremas, lo que sugiere que los aislados oscuros podrian tener un papel

relevante en contextos de biorremediacion.

En conjunto, la variabilidad en color y forma sugiere que estos caracteres
podrian estar correlacionados con la tolerancia ambiental, la competencia
microbiana y la potencial funcionalidad en procesos como la biorremediacion o
la simbiosis con plantas. Por ello, comprender la morfologia macroscépica no
solo es relevante para la taxonomia tradicional, sino también para inferir

posibles roles ecoldgicos y biotecnoldgicos de los aislados.
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Fig. 9 Distribucion porcentual del tipo de elevacion

50% /

45%

40%

35%

30%

25%

20%

15%

10%

o I
L PL AC co

0%
CR E

Fig. 10 Distribucion porcentual del tipo superficie micelar
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Las caracteristicas de elevacion (fig. 9), también son resaltantes con un 50%
las crateriformes (CR), 27% las Elevada (EL), 14% las Planas (PL), 5% las
Acuminada (AC) y Convexas (CO). Respecto a la superficie de las especies (fig.
10), la mayoria de hongos, presento una superficie rugosa (41%), el 27% una
superficie invasiva (IN), el 14% cremosa (CRE), el 9% lisa (LI), y el 5% reseca
(RE).
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Estas caracteristicas morfolégicas son relevantes, ya que la elevacion y
superficie de las especies pueden reflejar adaptaciones ecologicas y estrategias

de supervivencia en distintos ambientes (Kong et al., 2018).

De igual manera, Medel (2013), especifica que la diversidad morfoldgica no solo
se relaciona con la forma y superficie, sino también se correlaciona con

aspectos eco-evolutivos y funcionales de los aislados.

Cabe resaltar que la presencia que organismos fungicos se situa usualmente en
la rizosfera y en otras partes de la planta de la gran mayoria de especies
vegetales, esto se debe a la asociacidn simbibtica en accion benéfica tanto del
hongo como la planta, teniendo en cuenta que las especies tienen
caracteristicas diferenciables, comportamientos asimétricos, identidad variable,

y secuencia diferencial (Sumin et al., 2025).

Los parametros evaluados permiten caracterizar la diversidad fungica asociada
a especies vegetales como Momordica charantia y Helianthus annuus,
facilitando la identificacién de taxones presentes en el suelo (Ontivero et al.,
2022). Las comunidades de hongos filamentosos juegan un rol ecoldgico
crucial, participando en procesos de nutricion, translocacion de compuestos y
simbiosis vegetal, factores esenciales para la resiliencia y adaptacion bioldgica.
Ante el estrés por metales pesados, algunas especies fungicas muestran
mecanismos de tolerancia que contribuyen a la proteccién fisiolégica de las
plantas, actuando como barreras bioquimicas antes del ingreso de

contaminantes al sistema vegetal (Jung et al., 2012).
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4.2

Concentracion minima inhibitoria (MIC)

Para determinar la capacidad de tolerancia de los hongos aislados se procedio
a realizar las pruebas de MIC, donde se permite conocer el umbral minimo de
inhibicién en funcion al crecimiento fungico, frente a diferentes concentraciones
metalicas, en total 13 variaciones de la solucion metalica, teniendo como
resultado que la gran mayoria de los aislados presentan una tolerancia entre 90
a 100 mg/L.

Fig. 11 Inhibicién del crecimiento micelial de hongos rizosféricos de Momordica
charantia frente a Cd (90 mg/L).
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El grafico (Fig. 11), muestra la respuesta del crecimiento micelial (expresado en
mm/dia) de cinco aislados (P1, P5, P7, P8 y P10) frente a 13 concentraciones
de cadmio (0.5 a 100 mg/L). Estos aislados presentan una inhibicién progresiva
del crecimiento conforme aumenta la concentracion de Cd, con una reduccién
completa del crecimiento (0 mm/dia) a una tolerancia maxima de 90 mg/L. Las
lineas de tendencia permiten visualizar el umbral de toxicidad para cada aislado,

destacando su potencial uso en ambientes contaminados con Cd.

Este comportamiento sugiere la presencia de mecanismos de resistencia al
cadmio, como la produccion de sideréforos que forman complejos con metales

pesados, reduciendo su toxicidad (Adumanya et al., 2022; Kurucz et al., 2018).

Asi mismo, Ni et al. (2018), describe que la produccion de antioxidantes juega

un papel crucial en la mitigacion de este tipo de toxicidad, y los aislados pueden
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demostrar una capacidad elevada para generar tales compuestos en respuesta
a la exposicién al Cd. En concordancia Rahman et al. (2021), especifica que la
presencia de antioxidantes, como las enzimas superoxido dismutasa (SOD) y
peroxidasa (APX), actian como compuestos activos que le permiten al hongo

sobrevivir y prosperar en ambientes contaminados.

Fig. 12 Inhibicién del crecimiento micelial de hongos rizosféricos de Momordica
charantia frente a Cd (100 mg/L).
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El grafico (Fig. 12), muestra la respuesta en crecimiento micelial (mm/dia) de
seis aislados (P2, P3, P4, P6, P9 y P11) frente a concentraciones crecientes de
cadmio (0.5 a 100 mg/L). Todos los aislados presentaron una disminucién
progresiva en su MLGR a medida que aumentd la concentracion del metal,
observandose un crecimiento hasta en 100 mg/L, ese fue el rango de tolerancia
maximo que presentaron los aislados. Esta tendencia refleja una tolerancia
moderada, con diferencias sutiles entre aislados en su capacidad para resistir

la toxicidad del cadmio.

En contraste, Cartaya - Rubio et al. (2024), sugieren que la inmovilizacion de
metales pesados se puede lograr a través de la formacion de complejos en las
paredes celulares de los hongos, asi como por medio de proteinas metalo-
tioneinas que se secretan para quelar estos metales, disminuyendo asi sus

efectos toxicos en el organismo del hongo.
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Fig. 13 Inhibicion del crecimiento micelial de hongos rizosféricos de Helianthus

annuus expuestos a Cd (90 mg/L).
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El analisis grafico (fig. 13), evidencié diferencias en la tolerancia al metal entre
los aislados fungicos. G1 y G3 presentaron alta tolerancia, con crecimiento
sostenido hasta 80 mg/L y residual a 90 mg/L. En contraste, G4, G6, G8, G9 y
G11 mostraron sensibilidad creciente, con inhibicion significativa desde 40 mg/L
y ausencia de crecimiento a 90 mg/L. Estos resultados permiten clasificar los
aislados segun su tolerancia y seleccionar candidatos con potencial en
biorremediacion, los aislados mas prometedores para estudios posteriores de

biorremediacién o aplicaciones biotecnoldgicas en ambientes contaminados.

Esta capacidad de tolerancia, Acosta et al. (2007), la relaciona con su habilidad
para acumular este metal en su biomasa, un proceso que involucra la
interaccion de diversas estructuras celulares y macromoléculas como la quitina
y la melanina. Estas macromoléculas pueden contribuir a la estabilizacion del

Cd, protegiendo al hongo de sus efectos nocivos.

Asimismo, se ha demostrado que la exposicidon al cadmio induce respuestas
adaptativas que pueden incluir la modulacién de la expresién de genes
relacionados con el transporte y la detoxificacion de metales pesados, lo cual

refuerza las vias de resistencia fungica (Pineda & Goémez-Rodriguez, 2016).
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Fig. 14 Inhibicién del crecimiento micelial de hongos rizosféricos de Helianthus

annuus expuestos a Cd (100 mg/L).
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El grafico (fig.14), presenta la tasa de crecimiento lineal medio (MLGR), de
cuatro aislados fungicos (G2, G5, G7 y G10) en funcion de crecientes
concentraciones del metal (0—100 mg/L). Se observa una tendencia general
decreciente en el crecimiento de todos los aislados a medida que aumenta la

concentracion del metal, indicando un efecto téxico progresivo.

Entre los aislados evaluados, G2 mostré la mayor tolerancia, manteniendo tasas
de crecimiento superiores a 6 mm/dia hasta aproximadamente 70 mg/L y
conservando crecimiento residual por encima de 2 mm/dia incluso a 90 mg/L.
En contraste, G5 presentd una mayor sensibilidad, con una disminucion mas
pronunciada del crecimiento desde las primeras concentraciones y una tasa
inferior a 4 mm/dia a 60 mg/L. Los aislados G7 y G10 exhibieron un

comportamiento intermedio, con una reduccién paulatina.

Las representaciones graficas de los aislados, nos permite aprecias que la
resistencia a metales pesados como el Cd, no solo se limita a mecanismos de
absorcion y quelacién, sino que puede incluir tipos de resistencia mas
complejos, que involucran respuestas fisioldgicas y bioquimicas especificas
frente a la toxicidad de estos compuestos en el entorno. Por eso, Guaman et al.
(2022), senala que la combinacion de diferentes estrategias, como la produccion
de metabolitos secundarios y la remodelacion de la arquitectura celular, son
fundamentales para entender como ciertos hongos pueden sobrevivir y

prosperar en condiciones de alta toxicidad por cadmio.
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4.3

Rendimiento y absorbancia

Previo al analisis molecular, se realiz6 la cuantificacion de los acidos nucleicos
extraidos con el objetivo de evaluar la calidad y cantidad del ADN fungico. Para
ello, se midieron los valores de absorbancia a 260 / 280 nm, y 260 / 230
determinando asi tanto el rendimiento como la pureza de las muestras (Tabla
7). Este paso es fundamental, ya que la integridad del material genético influye
directamente en la eficiencia de las reacciones posteriores, como la

amplificacién por PCR y la secuenciacion.

Tabla 7. Relacion de los resultados entre la Absorbancia y el Rendimiento.

Muestra ADN Absorbancia Absorbancia
(ng/ml) 260/280 (nm) 260/230 (nm)
P1 11.4 0.870 0.091
P2 22.5 1.806 1.935
P3 42.4 1.953 1.824
P4 56.1 1.856 1.956
P5 11.8 0.567 0.058
P6 16.1 1.922 1.999
P7 13 1.237 0.184
P8 31.6 1.115 0.890
P9 58.4 1.707 1.874
P10 9.7 1.109 0.123
P11 25.8 1.900 1.990
G1 12.2 0.585 0.063
G2 19,2 1.808 1.799
G3 50.3 1.062 0.172
G4 30.2 0.725 0.092
G5 10.8 1.854 1.808
G6 8.1 1.019 0.128
G7 25.6 1.978 1.981
G8 2.6 0.716 0.031
G9 8.7 0.607 0.934
G10 15.6 1.707 1.874
G11 4.5 0.891 0.073
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El analisis de las muestras P1 a P11 pertenecientes a Momordica charantia,
revelan una amplia variabilidad en la concentracion y pureza del ADN extraido.
En términos generales, las relaciones de absorbancia A260/280 oscilaron entre
0.567 y 1.953, mientras que los valores de A260/230 variaron entre 0.058 y
1.999, lo que refleja distintos niveles de contaminacion por proteinas y otros

compuestos organicos o sales (Tabla 7).

Las muestras P2, P3, P4, P6 y P11 presentaron relaciones A260/280 dentro del
rango 6ptimo (1.8-2.0). Ademas, sus valores A260/230 se acercaron al ideal
de 2.0, siendo consideradas adecuadas para analisis moleculares posteriores,

incluyendo PCR y secuenciacion (Gratero et al., 2023).

En las muestras G1 a G11, correspondientes a Helianthus annuus, los
resultados evidenciaron una variabilidad significativa entre muestras, con
concentraciones de ADN que oscilaron entre 2.6 pg/ml (G8) y 50.3 ug/ml (G3),
siendo el promedio general de aproximadamente 17.8 ug/ml. Respecto a la
pureza proteica (A260/A280), se identificaron valores éptimos en las muestras
G2 (1.808), G5 (1.854), G7 (1.978) y G10 (1.707), alineados con los parametros

aceptables para aplicaciones moleculares.

Por otro lado, muestras como G1, G4, G8, G9 y G11 presentaron relaciones
inferiores a 1.0, indicando una notable presencia de proteinas o ARN
remanente. En cuanto a la relacion A260/A230, se observaron valores
aceptables en G2, G5, G7 y G10 (>1.7), mientras que G1, G4, G6, G8 y G11
reflejaron proporciones muy bajas (<0.2), lo que sugiere contaminacion

significativa que podria interferir con la amplificacion del ADN (Fig. 15).

Apreciando el analisis donde se presenta una baja pureza (por debajo de 1.5
en A260/280 y de 1.0 en A260/230), indicando contaminacién por proteinas,
polisacaridos o compuestos fendlicos, comunes en hongos del suelo (Castro et
al., 2012). Esta contaminacion puede interferir con las reacciones enzimaticas,

reduciendo la eficiencia del analisis molecular (Solano-Florez et al., 2009).

Para mejorar la calidad de ADN en futuras aplicaciones, se sugiere la
optimizaciéon del protocolo de extraccion o la realizaciéon de purificaciones
adicionales (Sosa-Castillo et al., 2017). La calidad del ADN es crucial, ya que
impacta directamente la confiabilidad de las secuencias obtenidas, lo que a su
vez es esencial para la identificacion molecular de los aislados fungicos con

potencial biotecnoldgico (Rubio et al., 2020).
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Fig. 15 Evaluacion de la relacion de absorbancia 260/280 y 260/230.
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Identificacion molecular de los aislados fungicos

Con el objetivo de identificar el taxén los aislados fungicos obtenidos, se realizé
un analisis molecular basado en la secuenciacion de la region ITS del ADN
ribosomal, ampliamente utilizada por su efectividad en la clasificacion
filogenética de hongos. Para ello, se enviaron al Ilaboratorio
AGROACUANALISIS SRL, para ser secuenciadas. Siendo analizadas mediante
herramientas bioinformaticas como BLAST y MEGA.
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Tabla 8. /dentificacion molecular de aislamientos rizosférico de Momordica charantia.

Momordica charantia (Papayita de sona)

Cdédigo de la muestra Regidn analizada Identificacion Nombre cientifico Similitud % Cdédigo de acceso GenBank

ITS1

COD0006232024 P2 Lasiodiplodia theobromae 99.43 EU938328.1
ITS4
ITS1 Cunninghamella echinulata

COD0006172024 P3 99.75 0OP955941.1
ITS4 (AUMC 14396)
ITS1

C0D0006222024 P4 Mucor fragil 96.53 MK910058.1
ITS4
ITS1

COD0006162024 P6 Aspergillus niger 99.35 MG659650.1
ITS4
ITS1

COD0006192024 P9 Lasiodiplodia theobromae 97.39 0wW988442.1
ITS4
ITS1

COD0006142024 P11 Aspergillus welwitschiae 99.27 0Q798926.1
ITS4
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La Tabla 8 muestra la identificacion molecular de seis aislamientos flingicos obtenidos a
partir de Momordica charantia, mediante el andlisis de la regién ITS del ADN ribosomal.
Las secuencias amplificadas corresponden a las regiones ITS1 e ITS4, empleadas
comunmente en la identificacion de hongos filamentosos debido a su alta variabilidad

interespecifica.

Cada aislamiento fue identificado comparando su secuencia con la base de datos
GenBank, obteniendo porcentajes de similitud entre el 96.53 % y el 99.75 %, lo que indica
una alta precision en las identificaciones. A continuacion, se describen brevemente los

resultados:

Lasiodiplodia theobromae (P2 y P9), es el primer aislado que se identifica, es un hongo
fitopatogeno reconocido, causante de enfermedades en diversas especies vegetales
tropicales. Su comportamiento bajo integracién metélica es muy dinamico esto se precisa

en la fig. 16 y 17.

Fig. 16. Interaccion metalica de Lasiodiplodia theobromae (P2).
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El aislamiento P2 (fig.16), presento una respuesta sensible al incremento de Cd, con una
disminucion rapida y sostenida del crecimiento micelial desde los primeros niveles de
exposicion. La MLGR inicial fue de 9.5 mm/dia en condiciones Cd (0,5 mg/L), pero una
vez expuesta a una concentracién de 0,5 hasta 70 mg/L, se observé un descenso abrupto
en la tasa de crecimiento, alcanzando un valor minimo de aproximadamente 1 a 3 mm/dia
llegando a una reduccidén casi total a 100 mg/L. Este patron de inhibicidon sugiere que la
capacidad de resistencia o exclusién del cadmio por parte del hongo es limitada, lo que
invita a considerar a este organismo como un indicador potencial para la monitorizacion de

contaminacién metalica en ecosistemas tropicales (Lira et al., 2022).

El porcentaje de inhibicion (P1%) mostré6 un patréon ascendente, pasando de valores

cercanos al 5% en 10 mg/Lhasta un maximo de 96% en 100 mg/L. En contraste Jia et al.
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(2022), describe que una fuerte inhibicidon genera una eficiencia limitada de los mecanismos
de resistencia, concretando asi que Lasiodiplodia theobromae, no solo podria servir como
un indicador biolégico de la contaminacién del suelo por metales pesados, sino que su
estado de salud se correlaciona directamente con los niveles de contaminantes metalicos

en el ambiente (Tabla 9).

Fig. 17. Interaccion metalica de Lasiodiplodia theobromae (P9).
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De igual manera la fig. 17, presenta el comportamiento de Lasiodiplodia theobromae (P9)
frente a un gradiente de concentraciones metdlicas. Se observa que la MLGR simple,
muestra una tendencia descendente progresiva conforme aumentan las concentraciones
del metal. La curva presenta una pendiente suave hasta aproximadamente 60 mg/L,
indicando cierta tolerancia inicial; sin embargo, a partir de 70 mg/L, el decrecimiento se
acentua significativamente, culminando con una inhibicion casi total a 100 mg/L. Esta
respuesta sugiere que L. theobromae posee una tolerancia moderada al metal, con

afectacion severa a concentraciones elevadas.

Asimismo, el Pl1%, el cual incrementa paulatinamente con la concentracion del metal,
alcanzando valores superiores al 80 % en los niveles mas altos, caracterizada por una

inhibicion creciente y sostenida del crecimiento fungico.

Los resultados de ambas evaluaciones demuestran que el AUC, es un parametro confiable
y sensible para cuantificar los efectos del metal en el crecimiento fungico. La coincidencia
en los patrones de respuesta entre ambas repeticiones valida la robustez del modelo
experimental y confirma que la especie evaluada presenta tolerancia a bajas
concentraciones (< 20 mg/L), pero una respuesta téxica severa en concentraciones >
70 mg/L. Esta evidencia apoya el uso del AUC como indicador en estudios de toxicidad

fungica frente a metales pesados (Tabla 10).
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Tabla 9. Comportamiento frente a la exposicion metalica P2.

Lasiodiplodia theobromae (P2)

Concentraciones
(mg/L)

0.5
2
5

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Diametro en mm/dia

7.2
7.0
6.8
6.4
6.3
6.0
5.7
5.0
4.4
4.0
3.8
3.6
3.0

2 3 4
15.9 249 34.7
15.4 24.0 34.5
15.0 23.7 33.6
14.7 23.0 33.0
14.2 22.3 32.2
13.5 21.0 314
13.0 20.5 30.6
12.6 20.0 28.9
11.5 19.4 26.1
9.8 15.7 23.7
8.2 13.6 19.5
6.6 9.5 13.7
3.9 4.3 4.7

62

45.0
44.8
43.5
43.0
41.9
39.0
38.5
37.1
354
31.5
247
16.5
5.0

Promedio

255
25.1
245
24.0
234
222
21.7
20.7
194
16.9
14.0
10.0
4.8

MLGR

(mm/dia)

9.45
9.45
9.18
9.15
8.90
8.25
8.20
8.03
7.75
6.88
5.23
3.23
0.45

P1%

1.82
1.82
4.68
4.94
7.53
14.29
14.81
16.62
19.48
28.57
45.71
66.49
95.32

AUC

101.60
99.80
97.45
95.40
92.80
88.40
86.20
82.55
76.90
66.95
55.55
39.85
16.75



Tabla 10. Comportamiento frente a la exposicion metalica P9.

Lasiodiplodia theobromae (P9)

Diametro en mm/dia MLGR
Concentraciones
Promedio (mm/dia) P1% AUC
(mgl/L) 1 2 3 4 5

0.5 8.1 16.3 25.7 324 41.9 24.9 8.45 0.00 99.40

2 8.0 16.0 25.5 32.1 41.2 24.6 8.30 1.78 98.20

5 7.6 15.7 25.0 314 40.5 24.0 8.23 2.66 96.15
10 7.3 15.3 24.5 30.3 39.4 23.4 8.03 5.03 93.45
20 7.0 15.0 24.0 29.6 38.1 22.7 7.78 7.99 91.15
30 6.7 14.1 22.5 28.9 37.4 21.9 7.68 9.17 87.55
40 6.3 13.7 21.2 27.3 35.7 20.8 7.35 13.02 83.20
50 6.0 12.5 20.1 26.7 33.2 19.7 6.80 19.53 78.90
60 5.6 11.8 19.1 25.2 31.2 18.6 6.40 24.26 74.50
70 5.3 11.0 18.1 23.2 27.5 17.0 5.55 34.32 68.70
80 5.0 10.2 16.3 21.2 253 15.6 5.08 39.94 62.85
90 4.3 9.1 13.2 15.3 18.2 12.0 3.48 58.88 48.85
100 3.0 3.8 4.2 4.5 4.7 4.0 0.43 94.97 16.35
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La identificacion de la cepa, Cunninghamella echinulata (AUMC 14396), registrada en la
base de datos GenBank bajo el numero de acceso OP955941.1. Esta alta identidad
(99.75%), lo que sugiere una identificacién confiable a nivel de especie, lo que permite
inferir con mayor precision el comportamiento fisiolégico y ecoldgico del aislamiento frente

a condiciones de estrés por metales pesados.

Fig. 18. Interaccion metalica de Cunninghamella echinulata.
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El analisis grafico (Fig. 18). muestra un descenso progresivo de la MLGR conforme
aumentan las concentraciones metalicas, indicando una respuesta dosis-dependiente. En
condiciones de baja concentracion (0.5 a 20 mg/L), la MLGR se mantiene relativamente
estable, con valores cercanos a los 6.88 — 7 mm/dia, lo que sugiere una tolerancia inicial

al estrés metalico.

Rasbold et al. (2021), indican que la exposicion a concentraciones de metales pesados no
solo impacta la actividad metabdlica del hongo, sino que también afecta sus mecanismos
de crecimiento y supervivencia, aumentando la generacién de especies reactivas de
oxigeno que contribuyen al estrés celular. En particular, la presencia de iones metalicos
como Cu**y Zn** ha demostrado reducir significativamente la actividad enzimatica de las
células de C. echinulata, lo que indica que estos metales afectan la viabilidad del hongo e

intensifican el dario celular.

A partir de 30ppm, la MLGR disminuye paulatinamente: 6.62 mm/dia, en
60 ppm (6.13 mm/dia). y cae significativamente en concentraciones mayores a 70 mg/L.
la MLGR se reduce a 4.6 mmn/dia, y a partir de 80 mg/Lse desploma aun mas, hasta llegar
a 0.69 mm/dia en 100 mg/L, lo que representa un descenso de mas del 90% respecto al

valor inicial. Este patrén indica que C. echinulata presenta una tolerancia media a
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moderada en concentraciones < 60mg/L, pero evidencia una inhibicion critica del

crecimiento micelial en concentraciones = 70 mg/L.

En concordancia. P1% permite cuantificar la magnitud de la inhibicién del crecimiento
respecto a las diferentes concentraciones. Este indicador refuerza la tendencia observada
en la MLGR. Lo cual refuerza la sintesis de Duran-lzquierdo et al. (2023), que esta relacion
es crucial para entender hasta qué punto estos factores pueden influir en la ecologia del
hongo en ambientes contaminados, ademas de la importancia de seguir estudiando mas a
fondo los procesos bioquimicos vy fisiolégicos que C. echinulata utiliza para adaptarse y

responder al estrés generado por la presencia del metal.

En concentraciones entre 2y 60mg/L, el PI% se incrementa gradualmente desde
0.85% hasta 12.93%. indicando una inhibicion moderada y una respuesta adaptativa del
hongo. A partir de 70 mg/L, se observa una transicion abrupta hacia una inhibicion severa,
con valores de 34.66% (70 mg/L),41.19% (80 mg/L) y 54.55% (90 mg/L).

Finalmente, en 100 mg/L, el PI% alcanza un valor extremo de 90.20%. lo cual implica una
casi total supresion del crecimiento micelial. Este comportamiento sugiere que C.
echinulata, mantiene un crecimiento funcional bajo condiciones de exposiciéon leve a
moderada, pero no es capaz de sostener su metabolismo ni desarrollo morfoldgico en

ambientes altamente contaminados por el metal evaluado.

Otro indicador de importancia es el AUC, que respalda cuantitativamente la inhibicion
funcional del crecimiento fungico observada en Cunninghamella echinulata bajo exposicion
metalica. Los valores de AUC evidenciaron una reduccién gradual desde 94.30 (0.5 mg/
L) hasta 16.33 (100 mg/L), lo cual representa una pérdida progresiva en la capacidad de
expansion micelial acumulada. Esta métrica integra el efecto temporal de la toxicidad.
reflejando no solo la disminucion puntual del crecimiento, sino también la merma en la

eficiencia fisioldgica del hongo a lo largo del ensayo.

La caida drastica del AUC a partir de 70 mg/Lsugiere una disrupcion sostenida del
metabolismo basal, probablemente asociada a mecanismos de estrés oxidativo, alteracion
enzimatica o interferencia en rutas biosintéticas clave. En conjunto. estos datos consolidan
el valor del AUC como un descriptor integral del impacto téxico y posicionan a C. echinulata
como una especie meso-tolerante, con umbrales de respuesta criticos en exposiciones >
70 mg/L. (Tabla 11).
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Tabla 11. Comportamiento de Cunninghamella echinulata frente a la exposicién metalica.

Cunninghamella echinulata (P3)

Concentraciones
(mgl/L)

0.5
2
5

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Diametro en mm/dia

7.6
7.5
7.3
7.0
6.7
6.4
6.2
6.0
5.8
5.5
5.0
4.4
3.0

2 3 4
14.8 22.7 31.7
14.5 22.5 313
14.2 22.3 31.0
141 21.8 30.4
13.7 21.3 30.1
13.1 21.0 29.5
12.5 20.5 29.0
12.0 19.4 28.4
11.5 18.6 28.0
11.0 16.8 23.7
10.6 14.0 215
8.4 12.6 17.9
3.4 3.8 4.5

66

42.6
42.4
42.2
41.4
40.6
39.5
38.0
37.2
36.4
28.5
25.7
20.4
6.5

Promedio

8.8
8.7
8.7
8.6
8.5
8.3
8.0
7.8
7.7
5.8
5.2
4.0
0.9

MLGR

(mm/dia)

8.45
8.30
8.23
8.03
7.78
7.68
7.35
6.80
6.40
5.55
5.08
3.48
0.43

P1%

0.57
0.85
0.85
2.27
3.69
5.97
9.52
11.36
12.93
34.66
41.19
54.55
90.20

AUC

94.30
93.25
92.25
90.50
88.70
86.55
84.08
81.40
79.18
68.50
61.45
51.30
16.33



La secuenciacion de la region ITS, también permitié identificar a Mucor fragilis (96.53%), lo
que sugiere una fuerte afinidad filogenética dentro del género Mucor. Esta especie
pertenece a un grupo de hongos mucorales de rapido crecimiento, ampliamente
reconocidos por su papel saprobio en la descomposicion de materia organica y su

capacidad de colonizar sustratos ricos en nutrientes.

La exposicion a gradientes de concentracién metalica permitira evaluar la robustez de sus
mecanismos de tolerancia y detoxificacién, asi como su capacidad de mantener el
crecimiento bajo condiciones adversas. Dada su alta tasa de desarrollo micelial y su posible

sensibilidad diferencial.

Fig. 19. Interaccion metalica de Mucor fragilis.
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La dinamica de respuesta de Mucor fragilis ante gradientes crecientes de metal evidencié
una trayectoria fisiologica regresiva. El MLGR simple present6 una declinacion sostenida,
particularmente pronunciada a partir de 70 mg/L, lo que denota un colapso de la
funcionalidad apical posiblemente vinculado al deterioro de estructuras polares o al bloqueo

del trafico intracelular (Estupifian et al., 2020).

Simultaneamente, el porcentaje de inhibicion (P1%) describid una curva de tipo umbral, con
una transicion abrupta de baja a alta inhibicidén, lo que sugiere una saturacién de los
mecanismos de resiliencia celular. Gréau et al. (2022), ha observado en otros organismos,
donde el estrés por metales resulta en una reduccién de la diversidad y riqueza fungica,

asi como en una mayor sensibilidad a la contaminacion (Fig. 19).

La reduccién progresiva del AUC (96.05 a 18.30), refuerza esta tendencia al evidenciar un
descenso acumulativo en la productividad fungica total a lo largo del tiempo (Gémez et al.,
2024). La interaccion entre estas tres métricas revela una capacidad de amortiguaciéon
transitoria que es sobrepasada en niveles criticos, posicionando a M. fragilis como un
organismo sensible ante presiones téxicas elevadas y potencialmente atil como

bioindicador en zonas de contaminacién intermedia a severa (Tabla 12).
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Tabla 12. Comportamiento de Mucor fragilis. frente a la exposiciéon metalica.

Mucor fragilis (P4)

Concentraciones
(mgl/L)

0.5
2
5

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Diametro en mm/dia

7.7
7.5
7.3
7.0
6.9
6.6
6.1
5.7
5.4
5.1
4.2
3.6
3.0

2 3 4
15.2 23.6 31.6
15.0 234 31.2
14.2 22.3 31.0
141 21.8 30.4
13.9 21.3 30.0
13.4 20.8 29.8
13.0 19.5 28.3
12.6 18.9 27.6
12.1 18.0 26.0
11.6 16.6 24.7
9.5 13.6 16.8
7.1 10.2 12.6
3.8 3.9 4.3

68

43.6
43.2
42.2
41.4
41.0
40.0
38.4
37.3
36.2
325
214
15.7
4.5

Promedio

24.3
241
23.4
22.9
22.6
221
211
20.4
19.5
18.1
13.1
9.8
3.9

MLGR

(mm/dia)

9.0
8.9
8.7
8.6
8.5
8.4
8.1
7.9
7.7
6.9
4.3
3.0
0.4

P1%

0.28
0.83
3.06
4.44
5.28
7.22
10.28
12.22
14.44
23.89
52.22
66.25
95.83

AUC

96.05
94.95
92.25
90.50
89.15
87.30
83.05
80.60
76.90
71.70
52.70
39.48
15.70



Siguiendo con los resultados de los aislamientos, se logré identificar a Aspergillus niger,
perteneciente a la seccion Nigri del género Aspergillus, con una similitud del 99.35% en la
region ITS, lo que respalda una identificacion molecular robusta, A. niger muestra alta
tolerancia a metales pesados gracias a mecanismos complejacién intracelular, lo que

refuerza su potencial en biorremediacion.

Fig. 20. Interaccion metalica de Aspergillus niger.

10 A
100

80 4

60 -
40

//
/
/
/
\

/

MLGR Simple (mm/dia)
Pl (%)
N
\
\
\
\

0 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

Concentraciones (mg/L) Concentraciones (mg/L)

El aislamiento fungico identificado como Aspergillus niger presentdé un patron de
crecimiento caracterizado por una reduccién progresiva del MLGR simple a medida que
aumento la concentracion metalica. En concentraciones de hasta 30 mg/L, el crecimiento
se mantuvo relativamente estable (MLGR entre 8.7 y 7.5 mm/dia), acompafado de bajos
niveles de inhibicion (P1% < 16%), lo que indica un umbral de tolerancia inicial (Male et al.,
2020; Ruhatiya et al., 2020).

Sin embargo, a partir de 40 mg/L, se observé una declinacion mas marcada del crecimiento
fungico y un incremento sostenido del P1%, alcanzando niveles de inhibicion severa (>90%)
a 100 mg/L, con un MLGR minimo de 0.3 mm/dia. Sule et al. (2022), describe que esta
transicion evidencia un cambio en la fisiologia del hongo, que pasa de una fase adaptativa

a una de colapso funcional (Fig. 20).

El AUC muestra una tendencia decreciente, pasando de 99.85 a 14.65 unidades conforme
se intensifica la exposicion metalica (Tabla 13). Esta caida refleja una pérdida acumulativa

del rendimiento bioldgico global del hongo.

En este contexto, el AUC valida y consolida las tendencias observadas tanto en el MLGR
como en el P1%, y permite interpretar de manera integral el impacto del metal, donde las
altas concentraciones conducen a un colapso funcional significativo, mientras que las bajas

mantienen la capacidad metabdlica del organismo casi intacta (Jadhav et al., 2018).
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Tabla 13. Comportamiento de Aspergillus niger. frente a la exposicion metalica.

Aspergillus niger (P6)

Concentraciones
(mgl/L)

0.5
2
5

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Diametro en mm/dia

7.9
7.8
7.6
7.2
6.8
6.1
6.0
5.6
5.2
5.0
4.5
3.2
3.0

2 3 4
15.9 24.0 34.7
15.8 23.8 331
15.3 23.7 325
14.0 23.0 31.8
13.6 22.1 30.4
12.5 20.2 29.4
11.6 19.4 28.3
11.0 18.4 26.5
10.2 17.3 24.3
9.4 16.3 22.6
7.4 14.2 194
6.5 10.1 12.4
3.5 3.7 3.9

70

42.6
42.5
42.0
40.1
38.7
36.2
353
33.2
315
27.5
24.6
15.2
4.1

Promedio

25.0
24.6
24.2
23.2
22.3
20.9
20.1
18.9
17.7
16.2
14.0
9.5

3.6

MLGR

(mm/dia)

8.7
8.7
8.6
8.2
8.0
7.5
7.3
6.9
6.6
5.6
5.0
3.0
0.3

P1%

2.80
2.80
3.64
7.84
10.64
15.69
17.93
22.69
26.33
36.97
43.56
66.46
96.92

AUC

99.85
97.85
96.30
92.45
88.80
83.25
79.95
75.30
70.15
64.55
55.53
38.16
14.65



El aislamiento fungico P11 fue identificado molecularmente como Aspergillus welwitschiae.
alcanzando un 99.27% de similitud con la secuencia de referencia OQ798926.1 registrada
en GenBank. Este valor de homologia respalda una asignacion taxonémica precisa dentro
del clado Aspergillus seccién Nigri, grupo conocido por su diversidad fisiologica y
adaptabilidad ambiental. A. welwitschiae ha sido documentado como un organismo
oportunista tanto en contextos ambientales como clinicos, destacandose por su capacidad
para secretar una variedad de metabolitos secundarios, incluyendo micotoxinas como la
fumonisina y ocratoxina, lo que le confiere una relevancia dual como especie saprobia y

como posible patdégeno.

Fig. 21. Interaccion metélica de Aspergillus welwitschiae.
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El perfil de Aspergillus welwitschiae bajo exposicion metalica revela una respuesta
progresivamente inhibitoria, evidenciada por la reduccién sostenida de la tasa de
elongacién radial (MLGR simple). Esta variable decae desde 8.55 mm/dia hasta apenas
0.55 mm/dia a 100 mg/L, marcando una respuesta lineal negativa que se acentta en torno
a los 80 mg/L. Matsumoto et al. (2022), resalta que el cambio drastico en la pendiente de
crecimiento sugiere un umbral de disfuncién fisioldgica posiblemente asociado a

interferencias en el metabolismo energético o enzimatico (Fig. 21).

En términos de resistencia. los valores de Pl% se mantienen relativamente bajos en
concentraciones iniciales, pero escalan rapidamente a partir de los 70 mg/L, alcanzando
una inhibicién del 93.62% a la maxima concentracién (Oladipo et al., 2018). Este patron de
aumento acelerado sugiere que la cepa enfrenta una ruptura en su capacidad de
adaptacion probablemente por agotamiento de sus defensas antioxidantes o limitacion en

la homeostasis idnica (Takeda et al., 2019).

El analisis del AUC (91.10 a 17.40), refleja una pérdida acumulativa de rendimiento
biolégico. Esta métrica integra el efecto del estrés en el tiempo, mostrando que el impacto

no solo es inmediato, sino también persistente (Tala 14).
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Tabla 14. Comportamiento de Aspergillus welwitschiae frente a la exposicion metalica

Aspergillus welwitschiae (P11)

Concentraciones
(mgl/L)

0.5
2
5

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Diametro en mm/dia

7.4
7.2
7.0
6.4
6.2
6.0
5.8
5.3
5.1
4.7
4.0
3.7
3.0

2 3 4
13.8 213 315
13.2 21.0 31.0
13.0 204 30.4
12.5 19.6 29.3
12.3 19.0 28.3
12.0 18.4 27.4
11.2 17.4 26.5
10.3 16.7 24.3
10.0 16.0 23.5
9.5 15.0 214
8.4 14.6 20.3
6.3 7.3 7.9
3.3 3.5 3.7

72

41.6
41.0
40.5
39.5
38.0
37.1
36.0
34.2
32.2
30.4
27.5
8.1
3.9

Promedio

23.1
22.7
22.3
215
20.8
20.2
194
18.2
17.4
16.2
15.0
6.7
3.5

MLGR

(mm/dia)

8.6
8.5
8.4
8.3
8.0
7.8
7.6
7.2
6.8
6.4
5.9
11
0.2

P1%

0.87
2.03
2.90
4.06
7.83
9.86
12.46
16.23
21.45
25.51
31.88
87.25
97.39

AUC

91.10
89.30
87.55
84.35
81.70
79.35
76.00
71.05
68.15
63.45
59.05
27.40
13.95



Tabla 15. Comportamiento ecosistémico de los aislados fungicos de Momordica charantia.

Nombre cientifico

Comportamiento

ecosistémico

Tipo funcional

Origen estimado

Referencias

Lasiodiplodia theobromae

Patégeno oportunista

Necro-trofico latente

Tejido vegetal

(Wen et al., 2023); (Peng et al., 2022); (Ko
et al., 2023).

Cunninghamella o Degradador organico ] (Andrade et al., 2018); (Souza et al., 2018);
Saprdfito ) Rizosfera
echinulata rapido (Xu et al., 2021).
) ) ) (Massi et al., 2020); (Quintanilha-Peixoto et
Mucor fragilis Sensible-saprobio Colonizador temprano Suelo agricola

al., 2019); (Maliehe et al., 2022).

Aspergillus niger

Competidor tolerante

Saprofito versatil

Ambiente contaminado

(Male et al., 2020); (Chukwuma et al.,
2025); (Chen et al., 2023).

Lasiodiplodia theobromae

Endofito potencial

Patégeno latente

Corteza lefosa

(Terhonen et al., 2019); (Peng et al., 2022);
(Ali et al., 2020).

Aspergillus welwitschiae

Oportunista versatil

Saprofito competitivo

Fruto o residuo organico

(Duarte et al., 2018); (Gits-Muselli et al.,
2021); (Matsumoto et al., 2022); (Guo et al.,
2024).
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Tabla 16. /dentificacion molecular de los aislamientos rizosférico de Helianthus annuus.

Helianthus annuus (Girasol)

Caddigo de la
Regidn analizada Identificacion Nombre cientifico Similitud % Cdédigo de acceso GenBank
muestra

ITS1 Cunninghamella echinulata

COD0006212024 G2 90.85 0OP955941.1
ITS4 (AUMC 14396)
ITS1 Cunninghamella blakesleeana

COD0006182024 G5 84.41 NR_119974.1
ITS4 (CBS 133.27)
ITS1

COD0006202024 G7 Lasiodiplodia theobromae 99.78 MK584597.1
ITS4
ITS1 Cunninghamella arunalokei

C0OD0006152024 G10 84.91 NR_177485.1
ITS4 (NCCPF 890012)
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Para el caso de los aislados pertenecientes a la rizosfera de la especie Helianthus annuus,
en la Tabla 16 se refleja la identificacion de los aliados fungicos en este caso tenemos la
presencia a nivel molecular de Cunninghamella echinulata, con un nivel de similitud
genética del 90.85%. Desde el punto de vista fisiologico, G2 mostré una tasa maxima de
crecimiento en funcion al MLGR simple de 8.30 mm/dia en presencia de 0.5 mg/Ldel
metal, evidenciando una notable capacidad de desarrollo bajo condiciones ligeramente

estresantes (Ni et al., 2018).

Sin embargo. conforme aumentaron las concentraciones. el perfil de inhibicion (P1%) se
incremento significativamente, alcanzando un 91.62% a 100 mg/L (Duarte et al., 2018). lo

que indica una sensibilidad pronunciada a niveles altos del contaminante (Fig. 22).

Fig. 22. Interaccion metalica de Cunninghamella echinulata
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El area bajo la curva (AUC), estimada en 86.50 unidades arbitrarias (a.u.), representa el
rendimiento acumulado del crecimiento fungico frente al gradiente de concentracion del
metal descendiendo progresivamente hasta 17.85 en la concentracion mas alta. reflejando
una merma sustancial en el rendimiento fungico acumulado (Hernandez & Hernandez,
2022). Este patron evidencia una respuesta tipicamente sensible al estrés por metales
sugiriendo que C. echinulata podria desempefiar funciones limitadas en ambientes
altamente contaminados, aunque su respuesta inicial a bajas concentraciones sugiere un

potencial uso en escenarios de contaminacion leve (Tabla 17).
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Tabla 17. Comportamiento de Cunninghamella echinulata frente a la interaccion metalica.

Cunninghamella echinulata (G2)

Concentraciones
(mgl/L)

0.5
2
5

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Diametro en mm/dia

6.5
6.3
6.0
5.6
5.4
5.2
4.6
4.4
4.1
3.7
3.5
3.2
3.0

2 3 4
13.4 20.5 29.5
13.1 20.0 29.0
12.3 19.3 28.1
12.0 18.3 27.3
11.8 17.4 26.3
11.4 16.3 25.3
11.1 15.3 24.3
10.2 14.3 23.1
9.3 13.2 221
8.3 104 15.0
7.1 9.2 14.2
4.1 5.6 6.7
3.8 4.5 5.2

76

39.7
39.0
38.2
37.2
36.3
35.3
33.9
32.1
31.0
24.3
20.1
7.9
5.8

Promedio

21.9
215
20.8
20.1
19.4
18.7
17.8
16.8
15.9
12.3
10.8
5.5
4.5

MLGR

(mm/dia)

8.30
8.18
8.05
7.90
7.73
7.53
7.33
6.93
6.73
5.15
4.15
1.18
0.70

P1%

0.60
2.10
3.59
5.39
7.49
9.88
12.28
17.07
19.46
38.32
50.30
85.93
91.62

AUC

86.50
84.75
81.80
79.00
76.35
73.25
69.95
65.85
62.15
47.70
42.30
21.95
17.85



De igual manera se logro identificar a la especie Cunninghamella blakesleeana, con un
margen de similitud de 84.41%, lo que sugiere una afinidad moderada con la especie,

posiblemente representando una variante o cepa ambiental (Souza et al., 2018).

Fisiologicamente, C. blakesleeana alcanz6 un valor maximo de MLGR simple de
7.78 mm/dia a 0.5 mg/L, lo que revela un crecimiento ligeramente inferior al observado en
C. echinulata. A pesar de ello, su curva de decrecimiento fue mas pronunciada, con un Pl%
que ascendid abruptamente hasta el 92.15% a 100 mg/L, lo cual delata una alta

susceptibilidad al metal en cuestion (Fig. 23).

Fig. 23. Interaccion metalica de Cunninghamella blakesleeana
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El AUC con un valor inicial de 90.85, decay6 hasta apenas 16.93 a maxima concentracion,
demostrando una pérdida dramatica del vigor metabdlico fungico (Tabla 18). Esta especie
exhibe una respuesta negativa marcada al estrés por metales, lo que restringe su
aplicacion en escenarios de alta contaminacion, aunque su comportamiento a
concentraciones intermedias sugiere utilidad potencial como bioindicador de estrés

ambiental incipiente (Mendarte-Alquisira et al., 2021).

El comportamiento observado sugiere que C. blakesleeana no posee mecanismos
efectivos de tolerancia al metal especifico evaluado posiblemente debido a deficiencias en
sistemas antioxidantes metalo-tioneinas o bombas de eflujo (Ontivero et al., 2022). Desde
una perspectiva ecolégica este aislamiento podria clasificarse como sensible o no
adaptado a ambientes metalizados limitando su utilidad en aplicaciones de biorremediacion
directa (lbrahim et al.,, 2018). Sin embargo, su sensibilidad podria resultar Gtil como

bioindicador en evaluaciones de toxicidad ambiental.

77



Tabla 18. Comportamiento de Cunninghamella blakesleeana frente a la interaccion metalica.

Cunninghamella blakesleeana (G5)

Concentraciones Diametro en mm/dia MLGR
Promedio (mml/dia) P1% AUC
(mgl/L) 1 2 3 4 5

0.5 8.3 15.8 21.4 29.8 394 22.9 7.78 0.32 90.85

2 8.0 15.0 21.0 28.7 38.2 22.2 7.55 3.21 87.80

5 7.5 14.2 20.1 27.1 36.3 21.0 7.20 7.69 83.30

10 7.0 13.2 19.2 26.2 34.1 19.9 6.78 13.14 79.15
20 6.5 12.3 18.4 24.4 323 18.8 6.45 17.31 74.50
30 6.0 11.2 17.3 22.1 30.2 17.4 6.05 22.44 68.70
40 54 10.2 16.3 20.3 27.4 15.9 5.50 29.49 63.20
50 5.0 9.1 15.3 17.3 24.3 14.2 4.83 38.14 56.35
60 4.6 8.4 13.4 15.3 21.2 12.6 4.15 46.79 50.00
70 4.0 7.4 11.3 13.2 16.3 10.4 3.08 60.58 42.05
80 3.7 6.2 9.2 11.2 13.4 8.7 2.43 68.91 35.15
90 3.3 4.1 7.0 9.1 10.4 6.8 1.78 77.24 27.05
100 3.0 3.6 4.2 4.9 5.5 4.2 0.61 92.15 16.93
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Por otro lado, los aislamientos realizados en la rizosfera de girasol, también nos permitid
conocer la presencia de Lasiodiplodia theobromae, siendo una especie que se puede
encontrar en diversos habitad, siendo codificada en la Zona 2, de la recoleccion de las
muestras. se le identifico con un 99.78% de similitud lo que resalta en gran criterio la
identificacion de esta especie, es por ello que también se le realizo una prueba de
interaccion metalica para conocer si el estar ubicada en otra zona de muestreo, permite

algunos cabios en su estructura fisioldgica (Peng et al., 2022).

Confirmando la pertenencia inequivoca a una especie fitopatégena conocida por su
versatilidad ecolégica (Estupifian et al., 2020). En términos de crecimiento este aislamiento
alcanz6 una MLGR simple de 8.58 mm/dia bajo la menor concentracion (0.5 mg/L), siendo

el valor mas alto registrado entre los cuatro aislamientos (Fig. 24).

El perfil de inhibicion (P1%) fue progresivamente ascendente. aunque mas gradual que en
G2 y G5, alcanzando 91.55% a 100 mg/L. Este comportamiento sugiere un umbral de

tolerancia mas amplio.

Fig. 24. Interaccion metalica de Lasiodiplodia theobromae (G7).
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El AUC, que inicié en 96.25 y descendi6 hasta 17.95, se mantuvo superior en la mayoria
de los tramos, lo que indica un rendimiento mas sostenido frente al estrés (Tabla 19). La
combinacién de alta identidad genética, mayor tolerancia inicial y un perfii AUC mas
favorable posiciona a L. theobromae como un organismo de interés tanto para estudios de
resiliencia microbiana como para aplicaciones en fitorremediacion moderada, aunque su

caracter fitopatdégeno exige monitoreo para evitar impactos colaterales (Male et al., 2020).
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Tabla 19. Comportamiento de Lasiodiplodia theobromae frente a la interaccion metalica (G7).

Lasiodiplodia theobromae (G7)

Concentraciones
(mgl/L)

0.5
2
5

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Diametro en mm/dia

7.4
7.2
7.0
6.7
6.3
5.8
5.4
5.0
4.6
4.3
3.8
3.4
3.0

2 3 4
15.7 23.5 325
15.1 23.0 32.0
14.5 224 31.2
14.0 213 30.0
13.5 20.3 28.4
13.0 18.4 26.4
12.4 16.4 24.3
11.3 14.2 20.4
10.2 12.5 16.3
9.2 11.3 12.3
7.3 8.3 9.4
5.2 6.2 6.9
3.9 4.5 5.2

80

41.7
41.0
38.4
36.4
34.2
32.3
30.2
26.3
22.3
16.3
12.2
7.3
5.9

Promedio

24.2
23.7
22.7
21.7
20.5
19.2
17.7
154
13.2
10.7
8.2

5.8

4.5

MLGR

(mm/dia)

8.58
8.45
7.85
7.43
6.98
6.63
6.20
5.33
4.43
3.00
2.10
0.98
0.73

P1%

0.00

1.46

8.45
13.41
18.66
22.74
27.70
37.90
48.40
65.01
75.51
88.63
91.55

AUC

96.25
94.20
90.80
86.85
82.45
76.85
70.90
61.55
52.45
43.10
33.00
23.65
17.95



Finalmente. como ultimo aislado se registré la presencia Cunninghamella arunalokei
(84.91% GenBank: NR_177485.1). Lo que indica una relacion filogenética cercana, aunque

no absoluta, que podria corresponder a una cepa ambiental divergente.

A nivel funcional. esta cepa mostré una tasa de crecimiento MLGR simple de 8.13 mm/dia
en condiciones de baja concentracion (0.5mg/L). manteniendo un rendimiento casi
comparable al de G7. Sin embargo. su comportamiento frente a concentraciones crecientes

reveld una tolerancia intermedia, con un P1% que alcanzé un 90.88% a 100 ppm (Fig. 25).
Fig. 25. Interaccion metalica de Cunninghamella arunalokei (G10).
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El valor de AUC fue el mas elevado del grupo (110.45a 0.5 ppm), decayendo
progresivamente hasta 18.00 mm/dia, aunque sin presentar un colapso abrupto lo que
sugiere un proceso de inhibicion mas gradual (Igbal et al., 2020). Esta dinamica de
respuesta podria interpretarse como una estrategia fisiologica adaptativa hasta

concentraciones moderadas (Li et al., 2025).

Este perfil sugiere que C. arunalokei podria poseer mecanismos de adaptacién mas
refinados frente a condiciones ambientales adversas, como produccidon de compuestos
antioxidantes o ajustes regulatorios (Oladipo et al., 2018). Por lo tanto. su uso potencial se
orienta a biorremediacion en fases tempranas de contaminaciéon metalica, con mayor

estabilidad que otros miembros del género (Tabla 20).
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Los tres aislamientos del género Cunninghamella (G2. G5 y G10) exhibieron respuestas
diferenciadas frente al estrés por metales, reflejando una notable diversidad funcional
dentro del mismo linaje. C. echinulata (G2) mostré una alta sensibilidad a concentraciones
elevadas. aunque con buen crecimiento en condiciones leves de estrés, lo que lo posiciona

como posible bioindicador en fases tempranas de contaminacion.

C. blakesleeana (G5) evidencio la mayor vulnerabilidad del grupo con un colapso fisiolégico
abrupto, lo que refuerza su valor como centinela de estrés agudo, pero limita su uso en

ambientes contaminados de forma crénica.

En contraste. C. arunalokei (G10) presentd una inhibicion mas gradual y un desempefio
sostenido a concentraciones intermedias. sugiriendo una mayor capacidad adaptativa y

potencial para aplicaciones en procesos de biorremediacion en etapas iniciales.

Estas diferencias reafirman la importancia de combinar datos moleculares y fisioldgicos
para seleccionar cepas funcionalmente aptas en estrategias de monitoreo vy
descontaminacién ambiental (Gunes et al., 2022). La degradacion microbiana, incluyendo
la posible aplicacion de Cunninghamella arunalokei. representa una estrategia
prometedora para la remediacion ambiental. Este método se considera sostenible. ya que
aprovecha la capacidad natural de los microorganismos para degradar diversos
contaminantes (Wang et al., 2024). La diversidad de respuestas entre aislados destaca la
importancia de combinar la identificacion molecular con ensayos funcionales para

seleccionar cepas con verdadero potencial en biotecnologia ambiental.

La interaccion de hongos con metales pesados revela una notable variabilidad en su
tolerancia y capacidad de bioacumulacion, lo que los posiciona como organismos clave en

estrategias de biorremediacion de suelos contaminados (Aportela & Paulino, 2020).

Esta respuesta diferencial, influenciada por la especie y el entorno se sustenta en
mecanismos fisioldgicos como la quelacién. adsorcion celular y transformacion quimica de
los metales (Covarrubias et al., 2015). En particular. géneros como Cunninghamella han
demostrado un alto potencial para resistir y transformar contaminantes como cadmio y
plomo, lo que los convierte en candidatos prometedores para mitigar la toxicidad ambiental

y restaurar ecosistemas degradados (Sierra et al., 2014).

La combinacién de analisis morfoldgicos, pruebas de tolerancia y caracterizacién molecular

proporciona una base sélida para futuras investigaciones aplicadas en este campo.
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Tabla 20. Comportamiento de Cunninghamella arunalokei frente a la interaccion metalica (G10).

Cunninghamella arunalokei (G10)

Concentraciones
(mgl/L)

0.5
2
5

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Diametro en mm/dia

10.3
9.8
9.1
8.3
7.5
7.0
6.6
6.0
5.4
4.7
4.1
3.6
3.0

2 3 4
18.4 28.5 37.0
18.0 27.5 36.5
17.6 26.5 354
17.0 25.4 334
16.4 24.3 31.2
153 23.1 29.4
14.6 22.3 27.4
13.2 213 25.3
11.2 20.3 23.5
10.4 18.4 20.4
8.3 13.0 l16.4
5.2 8.4 11.3
3.7 4.5 53

83

42.8
42.1
41.3
40.4
38.4
36.4
34.2
30.3
27.4
23.4
19.4
14.3
6.0

Promedio

27.4
26.8
26.0
24.9
23.6
22.2
21.0
19.2
17.6
15.5
12.2
8.6
4.5

MLGR

(mm/dia)

8.13
8.08
8.05
8.03
7.73
7.35
6.90
6.08
5.50
4.68
3.83
2.68
0.75

P1%

1.22
1.82
2.13
2.43
6.08
10.64
16.11
26.14
33.13
43.16
53.50
67.48
90.88

AUC

110.45
107.95
104.70
100.15
94.85
89.50
84.70
77.95
71.40
63.25
49.45
33.85
18.00



Tabla 21. Comportamiento ecosistémico de los aislados fingicos de Helianthus annuus.

Nombre cientifico

Comportamiento

ecosistémico

Tipo funcional

Origen estimado

Referencias

Cunninghamella
echinulata (AUMC
14396)

Saprotrofo ambiental

Bio-absorbente y degradador de

materia organica y contaminantes

Suelos agricolas, residuos

vegetales.

(Dourou et al., 2021); (Khan
& Murphy, 2021);(Ibrahim et
al., 2018)

Cunninghamella
blakesleeana (CBS
133.27)

Saprétrofo oportunista

Transformador organico; util en

biocatalisis

Suelos ricos en materia
organica y residuos

industriales

(Farooq et al., 2018); (Khan
et al, 2021); (Ye et al.,
2023).

Lasiodiplodia

theobromae

Endofito y patégeno

Tolerante a metales; necro-trofico

en plantas

Tejidos lefiosos, frutos,
cortezas y ambientes

tropicales

(Terhonen et al. 2019);
(Peng et al. 2022); (Ali et al.
2020).

Cunninghamella
arunalokei (NCCPF
890012)

Saprotrofo con registros

clinicos ocasionales.

Degradador ambiental; (patégeno

oportunista)

Suelos humedos, residuos
agricolas y ambientes

organicos

(Okon, 2019); (Yeganeh,
2020); (Glnes et al., 2022).
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1.

V. CONCLUSIONES

La identificacién molecular permitié conocer el taxon de Lasiodiplodia theobromae.
Aspergillus niger, Aspergillus welwitschiae, Cunninghamella echinulata, Mucor fragil
hongos asociados al rizoplano de Momordica charantia, con un nivel de tolerancia
muy alto. donde la relacién del crecimiento micelar y el Pl %, se rige en sentido
simultaneo, a medida que la concentracién aumenta, el crecimiento micelar entra
en decadencia, donde el crecimiento es constante y la etapa de coyuntura se resalta
a partir del 70 — 80 mg/L.

Los agentes fungicos evaluados e identificados mostraron una respuesta variable
ante la exposicion metalica, destacando Cunninghamella echinulata,
Cunninghamella blakesleeana, C. arunalokei y Lasiodiplodia theobromae, aislados
del rizoplano de Helianthus annuus, por su alta tolerancia y crecimiento constante
hasta concentraciones de 60 -70 mg/L, siendo el limite maximo de inhibicién 90 -
100mg/L, lo que indica una mayor capacidad adaptativa y los posiciona como

candidatos prometedores para procesos de biorremediacion.

Se evidencié una relacién inversamente proporcional entre la tasa de crecimiento
micelial (MLGR) y el porcentaje de inhibicion (P1%), reflejando sensibilidad
progresiva a mayores concentraciones y una resistencia parcial en niveles
intermedios, util para seleccionar cepas segun el grado de contaminacion del suelo,
donde los aislados provenientes de Momordica charantia y Helianthus annuus
mostraron comportamientos similares en algunos casos, pero con ciertas
diferencias en la tolerancia al metal, lo que sugiere que el entorno del hospedador

también puede influir en la resistencia fungica.

Aunque los resultados son promisorios en condiciones controladas, se requiere
validar el comportamiento de las cepas en condiciones de campo, asi como estudiar
a mayor profundidad los mecanismos moleculares implicados en la tolerancia a
metales pesados, con el fin de optimizar su aplicacion en estrategias reales de

biorremediacion.
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VI. RECOMENDACIONES

Incluir otros hospederos vegetales y suelos con distintos niveles de contaminacion
puede aumentar la diversidad fungica y revelar cepas con mayor tolerancia a

metales pesados.

Se recomienda profundizar en la produccion de sideréforos. enzimas antioxidantes

o0 metabolitos secundarios que expliquen la tolerancia observada en los hongos.

Realizar ensayos en suelos contaminados o sistemas simulados que permitan

confirmar la eficacia de las cepas en ambientes naturales.

Complementar el analisis ITS con otros marcadores genéticos mejorara la precision

en la identificacion de las especies y su posible aplicacion biotecnoldgica.
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VIIL. ANEXOS

8.1  Anexo de Figuras

Fig. 26 Anélisis de identificacion molecular L. AGROACUANALISIS.SRL.
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P11

Aspergillus welwitschiae

99.27

0Q798926.1

CGICTCTECOCOCOGGGOCOGTGE OC GOCGGAGAL O CAAMG AC GAACAC TGT

CTOAAAOCGTOCACTCTGAGTTGATTGAATOCAATC AGTTAMA ACTTTCAACA A
TGGATCTCTTGG T TC OGGCA TCCA TGAAGAA CGCAGC GAMT GOGAT AACT AAT
GTGATTGCAGAATTCAGTGATCATCGAGTC TT TGAMGC ACATTGOGOCOCC

TOGTATTOCOOQQGACATACC TOTOCGA GC G TCATTACTOC OC TCAMICC OO0
CIMGTGTGTAGGGGTCGCOGTOCOCCTCTCOGGGAGGACGGGOC OGAA AGGC
AGCGGCGGCACCGOGTOCGA TCCTOGAGC GTATGGGGC TTTGTCACATGCTC T
QTAGGATTAGCCAGCACCTAOCAACGTTTTCC AMCCATTOCTTC

COD0006152024

G10

Cunninghamella arunalokel
{NCCPF 890012)

84.91

NR_177485.1

QOAGMIGATCCTTACAMMAA TTGOGAGAGGOC TACAGAAC CCOTAGOACCC
GCOOCACCTGITTTICTCGITCTCT AATTTACCCATCTATAGAG TOGGCAAGTTT
ATTTGAAGGTTTTTCOC TAC GGGGTTTAATGGOGGGGOC AGCAGGGOGGETGG
TTTOGGOGTTOGGATT TGAC TTGGOC TTAGAC OC OC TTTGOC AAMMA OOAAT AL
GAMTTTITAAM AATACC CTAAGTITTITTITGAMTIGAMMGAC O TA TTGTITTTA IG
GGIGTTITTITTITTITTTITAATATAMAGAAC MC TTTCAGC AATGGATCTCTCG
GCTTTCGTATCGA TGAAGAAC GCAGC MATOGC GATATGTAGTGTGA TC TGCCT
ATAGTGAATCATCAAATC TTTGAACOCATCTTOCACCTT—
ATGGTATTOCATAA GG TACGICTGT TTCAGT AC CAC TAMAAA TC TC "CW"
TTICTTTTICTITGITTTICOCCTCT TAATGA GGG GGGGAAATA AGGGANG A GGG
TTOACCAGG- -
AGATGOGTTGTTACTGOT TCTGOTGATGITOSCATCATTCT CAA CCAGAATA T-
CAMGGCTTGATC TTTGGUTTTAATAGAATTTTT T -
CTATAAGTC TATGGOGA0GGGACCTACCOAMTOC TCTCOCOC TOCCCCCACATT
TICTAACCATOC TACCTCAGGTCOCQOCTACG

COD0006162024

Aspergillus niger

99.35

MGE59650.1

TGIETATTGTACCCTGITGCTTOGGOGGGOC OGOCGCT TR TOGGOC GOCAGGG
GGGCGTC TCTGOOC OC OGGGOC 06 TGOOC GOT GGAGAC O CAACAC GAACAC
TGTCTGAMGOGTGCAGT CTGAG TTGAT TGAATGCAA TCAGTT AMLACTTTC AMC
AATGOATCTCTTGGTTOC GOC ATOOAT GAMIAACGC AGOIAMTGOGATAAC TA
ATGTGAATIGCAGAA TTCAGTGAATCA TCCAGTC TTTGAACGC ACATTAC GOC OC

CTGGTATTCOGGGAGGE ATGC CTG T OGAGC GT CA TTGCTGOC CTCAAGC OC G
ACTTATAroTeAAGTCAOCAGTCOCOC TCTCOAGAGO0AC GOGCOC AAATAGC
ATOGGOGGCADEOC G IC OGATOC TOGAGOG TATOGGGCTTTGTCAC ATGLTCY

GTAGGATTGGOCGGCGOCTGCOGACGTTTTCCAACCATTCTTTOCA

COD0006172024

Cunninghamella echinulata
(AUMC 14396)

99.75

0OP955941.1

TATTIGTGOGGAAT AMGGCTTTAMAMC CTTTT TCACCATTAATTCATCC ATAATG
TOGATCAAOCACATACOCAATGTTTTTTTTAAAGOOTTAACTTTCGOGTTACTTA
CTCTTTATT AT TATAATA TGGTIC T T T IT GGG TATATTAT TAA YT T TT FTA TACT
AMTTTAC TGAAT AR CGAT TGAC CATAATTTA TGG T TG T TTTAMAA TATATTAAT
TTATATAA AMCAACTTTC AGCAA TOGATCTCTOOGO TITOGTATC GATGAA GA A
CGCAGCAMTOGOGATATTTAA TGTGATE TGCCTATAG TGAA TCATCARA TCTITT

GACGCATCTTGCACCC TATGG TA TTOC GTAGGG TACATC TGTITCAGTACCA TT
CAMCATCTCC CTCAATCC TATTTTTTTATAGAGAAT GAGATC AGAGATAAMTTAT
MAMATGGTOC TGGGTAAGCTGTGC TA TAGTCTTTATIGACT ATAC CTGACGGAATT
CTATCACTACCCGOCCTTATATC TTTATGG T ATAAGCT OGGTGC TAGGA GG TAGG
AGCATAGTAMOMCCTAAC TTGOOTT TGTE AGCC TTCTTTATT GAAGOACA TGA
TACGACTGTIGGGACGC CCGAITACOCTCGACT TAMYTATCTGTT AAGG T TAAATT
CTTGACTAA TCCT TTTGCAA AMAGAAT TATGATAGAAT TGGC TTTAATGTTTTTAC
ATCTAGAGITATARMTCATTITGACT CCTOATGAGAMMA AALOCTCAAGAGTTCTT

TACGATICTITIGOOCACTITICC

COD0006182024

G5

Cunninghamelia
blakesleeana (CBS 133.27)

84.41

NR_119974 1

TCCTTARTTT T IT TTITAGAAMA GGG TTTTTTTTTTTTT TITCAAMTAMMTTTTTC
CCAGOOTOAGAR MG TTTTTTAATTTAAAGGTTTTGOC COGOATTGTTTAATGOT
ACCOCCTGLGITITTTITITTGIC AMGGGATTTTAMT AATGGTTITTICOC TG
GAMMGOCOCTTTTGTAMA GGGGGTAGGATTICTITTITTITTATTTTTITTITT
TTTAAATGAA ATGAT AGAC CATAMA TTTATOGTTOTTTTTTT TTATAMM AMMATTA
AMAC AMCTTTTAGC AMGGATTTTITGGOC TTTOGATC GG TGAAGANCGC AGCA
AATCOCCATATGTAATTTTATTTGCOCATAG TGGATCATCAMTITTTTGAACGOC T
TTTGCOCCTTITOOCCTTOCCTTAGGT AAGTTTGTTTCAGT ACOC CTAATARATTT
COCTCCTOCATTTTIGTTOGTGATAGGAT AAL AAALAA ALGGA GA TAAATCATTA

CTGGTITCTGGTGATTTITGAATTTTTTTTTATT AAMA AMAT CAA GAA TTGCTCTCA
ACCTAMTATAAGOC TAGACTTOAAAGGTTTATTCTTTCTTGOTOGGCTTTAATAG

AATT.

TITCTCTGAAAGGTTTAAMOC TTTTTTTTTTTITTTICAMA TTTGGAC CCTGATTIC

AAATOGAM ACC OOC TAACTTCOOC CTTTTGCT TOC GAAMAM OO AMGGATCTTT
CCCTTITTCTGIGAC AGACAAATTCTTICTICTIC ITCCAATTIC AMATCCACOCC
ATCTCTGOGCAATTCITCTTCTTITCACCGE TAGTCCCCTGITOCACTTCTGATC Y

CAMGICTCC
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CODO0006192024

Pa

Lasiodiplodia theobromae

97.39 OW9884421

CATCATTACOGAGT ITTOGAGCT COGGCTOGAC TCTOCCACCC TT TG TGAMC GG
ACGTTTGTTGCT TOGGOGECT COGGODGCCAAAGGA CCTTCAMCTCCAGTCTG
TAAMOGC ACACGTTTGATAAC AN TTAA TAA ACTAAMA CTTTC AACA ACGOATC
TCTITGGT TCAGGCATC GETGANGAAC GEAGC GAMT GL GATA AG TAA TGTGAAT
TGCAGAATTCAG TGAATCATOGAMTGTTTGA ACGCACAT TGOGOC OO TTGG TA TT
CCAGO0GGCARGCCTATTCGAGCGICATTACAAC CCTC AMGC TC TGC TTGGAA
TTGAGCACCGTCCTCACTGOGGACGC G CTCAMGACCTTGGOGGTAGCTGTT
CAGCOCTCAAGC GTAGTAGAATACAC CTCGC TTCGGAGC GGT GGACGTCGOCC
GCOICACIMCCTTCTAAACTTTTC TCAMIGTTGAC CTOJGATCAC GTAGOGAT
ACCCGCTGAACTTA

COD0006202024

G7

Lasiodpiodia theobromae

99.78 MK584597 .1

GOLGGCTOCAGC OGLC OCA AGGA OC TTCA AMCTOCAG T CAG T AAMC GCAGAC GT
CTOATAAMC AV TTAATA AMCT AMACTTTC AAC AMCGOATCTCTTGAr TCTAOC
ATOGATGAAGAAL G AGOGAAATGLC GA TAA GT AT G TCA ATT GCAGAA TTCA GT
GAATCATCGAATC TTTGAAC GO ACA TTGOGC OCCTTGG TATT COGGGGGGOA TG
CCTATTCGAOQCATCATTACAAL OC TC AMGC TC TACTTGGAATTGAGCAC OOTCC
TCACTGOGGAC COGOC TCAMGAC CTCOGC GG TGAC TATTCAGC OC TC AMGOG
TAGTAGAATAC ACC TCGCTTTGGAGOGG TTGGOGTOGC OC GC OGGAC GM OCT
TCTGAACTTTTCTCAAGGTTOACCTCOGATCAGGTAGGOA TAC CCGCTGAACTT
AAGCATATCAA TAA AGOGGAGG

COD0006212024

G2

Cunninghameila echinulata
(AUMC 14396)

98085 OP955841.1

ACACOAGTCATTAACTTTTGTOGGOAT TAA GOC TT e e
TAAAA GG TTTTTCACC ATY Al ——
TTCA TCCATAATG T GGG TCAM OC ACATGOGC AMGTTTTTTTTAM GGG TTAACTT
COOGTACTTACTCTTATTATT TATAATATGGTTC TTTTTOGOCTATATTATTAATTTT
TTTTATAC TAAATT TACT GAAT AAMAG GAT TGAC CATAATTTATGG TTGTCTTTAAM A
ATATATTAA TTTATA TAA AMAC AACT TTC AGCAA TGGATCTCTO GGG ITTOGTATC
O-ATGAMIAAC OCAGCA AATOGC— —OATATT TAATG—

TGA TE TGCCTATAG TGAA TEATCAMTC TTTGA ACGC ATE TTGC ACC GTATGGTA
TTCCGTAGGGTACAT -
CTGTTTCAGTTIC CATTCAM CATCTC OC TCAATOC TA TTTTC TTATAGAGAATEAG
ATCAGAGAT AM TTATT AAT GG TOG TGGG T GAGE 16T G —
CGATAGTCTTTATGGACGATAC CTGGGGGAT TC TATC TTTGGC CTROSGTATCT
CTTTAAATTOTAGGAT AGGTOA- ~TAGOAGOTAGOAGC ATAG TAGAGAL —
CCTAATCAGECTTIGT CAGE ATTE TTTAT TGAAG— —
GAGATGATTOGTCT TIGGGACGGOC GG AMC OC TCGAATTAAATA TCG TTTAAG
OOOAATTCTCA ATTAATC CAGOOC AMA OO ANGAC GAT AGAAT ATOOGGAAT T
GGGCAC-
ATTCAGAGTGTAAATG AT TGGGGCT O OGAGGG TAGAA AMIGAGAGGOGGRTGG
GOCGCADAA OC AMCOGOAT ACAGATOGAC AMIOGTTATAG TETTOGC OB 00 AL
TGGITICTTITIG

COD0006222024

P4

Mucor trag!

96,53 MK910058.1

GAMGGATCA TTAMTAATCAATAATTTTGGC TTGTCCATCATAATCTATTTACTGT
GAMCGTATTATCAC TTGACGTTTOAGOGATGTTOC ATTQCTAT AMGOATAGOC A
GIGGAATGTTAAC OGAG T CATTATCAAGCCT AGGCTTGGTATCCTATTATTATTT
G CAMAGA ATTCAGAAT TAA TATTGTAA CAT AGAOG T AMA AT CTATAMAC AL
CTITTAACAACOGATCTCTTAGITCTOOC ATC GATOA AGA ACO TAGCAA AGTGC
GATAACTAGTGTGAATTGCATATICAG TGAA TCAT CGAG TCTTTGAAC GCAACTT
GOGCTOATTGGTAT TOC AATGAGT AC GCCTGTTTCA GT ATCAA ACA MOCCTCT
ATOC AACATTTOOTOAMIGOGAT GACTOAGAGTCTTIC TTGATCTTTTOATCTOG
ATCC TICTGAMMT GTACAA AMMGACCTGATTC TGT TTAAMTGE CTGAMCTTTTTTTT
AATATAAMGAGGA AGCT TC TGCGATA MCT G TGC TGGGGOC TC OC AMTAAC AC
TITTTAMTTTOATCTGAMMTC AGG TOOOA CTACC OOCTOALC TTAAGCATATAA
AAA OC OC CAMAGGAA MGG TTATTA AT ATOCATAATTTTGGCTTGTCCATC A
GTATGTATTTACTGT GAMC GTAGT AMCAG TTGAC GT TTGAGGGATGT TOC TTGC
T

COD0006232024

P2

Lasiodiplodia theobromae

9943 EU938328.1

TCCTGTAGGTGAMC CTGOGGAMGGATC ATTA COGAGTTTTOGAGC TCOGGCTCG
ACTCTOCCACCCTTTOTGAACATACCTCTATTOCTITOGCGOC TCOGACOa0C A
AMGGACCTTCAA ACTOCAG TCAG TAMC GC AGAC GTCTGATAMMC AAG T TAA TAA
ACTAMACTTTCAACAA CGGATC TCTTGGTTC TGGC AT
COATGAA GAACOCA GCOMATGOOATAAGTAATAT GAATTOC AGAATTC AGTOA
ATCATCCAATC TTTGAC GCACATTGOGC OCCTTGGTATIC OGGGOGGCATACC
TGTTOGAGOGTCA TTAC AMOC CTCAAGCTCTGC
TACAATTOOGCAC COTOC TC AC TGC OGAC GOGOC TCAM GACCTCOGCOGTGA
CTGTICAGOCCTCAAGOGT AGT AGAAT AC ACC TOGCTTTGGAGOGG-
TEGCGTCGCOCGOCGGAC GAMCC TTC TGAACTTTTCTCAAGGT TGACC TCGGA T
CAGOTAGOOATACC OOC TOAMC TTAAGCATAT
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Fig. 27 Recoleccion de muestras de Momordica charantia y Helianthus annuus
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Fig. 29 Camara de flujo laminar. Fig. 30 Mechero bunsen
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Fig. 31 reactivos utilizados Fig. 32 Medio de esterilizacion
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Fig. 33 Area de Electroforesis.
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Fig. 34 Visualizacion de los Amplicones

Fig. 35 Caracterizacion morfologica
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Fig. 36 Evaluacion de las Pruebas MIC.
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Tabla. 20 comportamiento frente a la interaccion metalica de Lasiodiplodia theobromae (P2).

8.2 Anexos de Tablas

Lasiodiplodia theobromae (P2)

Concentraciones Diametro en mmidia .| T. Crecimiento simple | T. Crecimiento diario AMLGR MLGR por
(ppm) Promedio (mml/dia) (mml/dia) PI% (mml/dia) RGR Regresion AUC
1 2 3 4 5

0,5 7,2 15,9 249 | 34,7 45,0 255 9,45 7,56 1,82 0,18 0,46 9,44 101,60
2 7,0 15,4 240 | 345 44,8 25,1 9,45 7,56 1,82 0,18 0,46 9,47 99,80
5 6,8 15,0 23,7 | 33,6 43,5 24,5 9,18 7,34 4,68 0,45 0,46 9,2 97,45
10 6,4 14,7 23,0 | 33,0 43,0 24,0 9,15 7,32 4,94 0,48 0,48 9,15 95,40
20 6,3 14,2 22,3 | 32,2 41,9 23,4 8,90 7,12 7,53 0,73 0,47 8,92 92,80
30 6,0 13,5 21,0 | 314 39,0 22,2 8,25 6,60 14,29 1,38 0,47 8,39 88,40
40 57 13,0 20,5 | 30,6 38,5 21,7 8,20 6,56 14,81 1,43 0,48 8,32 86,20
50 5,0 12,6 20,0 | 28,9 37,1 20,7 8,03 6,42 16,62 1,60 0,50 8,05 82,55
60 44 11,5 19,4 | 26,1 354 19,4 7,75 6,20 19,48 1,88 0,52 7,66 76,90
70 4,0 9,8 15,7 | 23,7 31,5 16,9 6,88 5,50 28,57 2,75 0,52 6,89 66,95
80 3.8 8,2 136 | 19,5 247 14,0 5,23 4,18 45,71 4,40 0,47 5,31 55,55
90 3,6 6,6 95 | 137 16,5 10,0 3,23 2,58 66,49 6,40 0,38 3,29 39,85
100 3,0 3,9 4,3 47 5,0 4,2 0,50 0,40 94,81 9,13 0,13 0,485 16,85
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Tabla. 21 comportamiento frente a la interaccion metalica de Cunninghamella echinulata (P3).

Cunninghamella echinulata (P3)

Concentraciones Diametro en mm/dia p di T. Crecimiento | T. Crecimiento diario PI% AMLGR RGR MLGR por AUC
(ppm) ; ) X . ; romedio | simple (mm/dia) (mm/dia) ° (mm/dia) Regresion

0,5 7,6 14,8 22,7 31,7 42,6 23,9 8,75 7 0,57 0,05 0,43 8,69 94,30
2 7,5 14,5 22,5 31,3 42,4 23,6 8,725 6,98 0,85 0,07 0,43 8,66 93,25

5 7,3 14,2 22,3 31,0 42,2 23,4 8,725 6,98 0,85 0,90 0,44 8,66 92,25
10 7,0 14,1 21,8 30,4 41,4 22,9 8,6 6,88 2,27 1,03 0,44 8,51 90,50
20 6,7 13,7 21,3 30,1 40,6 22,5 8,475 6,78 3,69 1,15 0,45 8,415 88,70
30 6,4 13,1 21,0 29,5 39,5 21,9 8,275 6,62 5,97 1,35 0,46 8,26 86,55
40 6,2 12,5 20,5 29,0 38,0 21,2 7,9625 6,37 9,52 1,66 0,46 8,02 84,08
50 6,0 12,0 19,4 284 37,2 20,6 7,8 6,24 11,36 1,83 0,46 7,88 81,40
60 58 11,5 18,6 28,0 36,4 20,1 7,6625 6,13 12,93 1,96 0,46 7,78 79,18
70 55 11,0 16,8 23,7 28,5 17,1 5,75 4,6 34,66 3,88 0,41 5,87 68,50
80 5,0 10,6 14,0 21,5 257 15,4 5,175 4,14 41,19 3,63 0,41 5,23 61,45
90 4,4 8.4 12,6 17,9 204 12,7 4 3,2 54,55 4,80 0,38 4,15 51,30
100 3,0 3,4 3,8 4,5 6,5 4,2 0,8625 0,69 90,20 7,94 0,19 0,8 16,33
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Tabla. 22 comportamiento frente a la interaccion metalica de Mucor fragil (P4).

Mucor fragil (P4)
Concentraciones Diametro en mm/dia P . T. Crecimiento simple | T. Crecimiento diario o AMLGR MLGR por

(ppm) 1 ) 3 4 5 romedio (mml/dia) (mml/dia) PI% (mml/dia) RGR Regresion AUC
0,5 7,7 15,2 23,6 31,6 43,6 24,3 8,975 7,18 0,28 0,03 0,43 8,82 96,05
2 7,5 15,0 23,4 31,2 43,2 241 8,925 7,14 0,83 0,07 0,44 8,76 94,95

5 7,3 14,2 22,3 31,0 42,2 23,4 8,725 6,98 3,06 0,90 0,44 8,66 92,25
10 7,0 141 21,8 30,4 41,4 229 8,6 6,88 4,44 1,03 0,44 8,51 90,50
20 6,9 13,9 21,3 30,0 41,0 22,6 8,525 6,82 5,28 1,10 0,45 8,43 89,15
30 6,6 13,4 20,8 29,8 40,0 221 8,35 6,68 7,22 1,28 0,45 8,32 87,30
40 6,1 13,0 19,5 28,3 38,4 21,1 8,075 6,46 10,28 1,55 0,46 7,99 83,05
50 57 12,6 18,9 27,6 37,3 20,4 7,9 6,32 12,22 1,73 0,47 7,82 80,60
60 54 12,1 18,0 26,0 36,2 19,5 7,7 6,16 14,44 1,93 0,48 7,55 76,90
70 51 11,6 16,6 247 32,5 18,1 6,85 5,48 23,89 2,78 0,46 6,79 71,70
80 4,2 9,5 13,6 16,8 21,4 131 4,3 3,44 52,22 4,70 0,41 4,17 52,70
90 3,6 71 10,2 12,6 15,7 9,8 3,0375 2,43 66,25 5,96 0,37 2,98 39,48
100 3,0 3,8 4,6 55 6,0 4,6 0,75 0,6 91,67 8,25 0,17 0,775 18,30
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Tabla. 23 comportamiento frente a la interaccion metalica de Aspergillus niger (P6).

Aspergillus niger (P6)
Concentraciones Didmetro en mm/dia . T. Crecimiento simple | T. Crecimiento diario o AMLGR MLGR por
(ppm) Promedio (mm/dia) (mmidia) PI% | (mmidia) | RCR | Regresion | AUC
1 2 3 4 5

0,5 7,9 15,9 24,0 34,7 42,6 25,0 8,68 6,94 2,80 0,25 0,42 8,82 99,85
2 7,8 15,8 23,8 33,1 42,5 24,6 8,68 6,94 2,80 0,25 0,42 8,67 97,85

5 7,6 15,3 23,7 32,5 42,0 24,2 8,60 6,88 3,64 1,03 0,43 8,6 96,30
10 7,2 14,0 23,0 31,8 40,1 23,2 8,23 6,58 7,84 1,40 0,43 8,36 92,45
20 6,8 13,6 22,1 30,4 38,7 22,3 7,98 6,38 10,64 1,65 0,43 8,065 88,80
30 6,1 12,5 20,2 29,4 36,2 20,9 7,53 6,02 15,69 2,10 0,45 7,71 83,25
40 6,0 11,6 19,4 28,3 35,3 20,1 7,33 5,86 17,93 2,30 0,44 7,53 79,95
50 5,6 11,0 18,4 26,5 33,2 18,9 6,90 5,52 22,69 2,73 0,44 7,07 75,30
60 5,2 10,2 17,3 24,3 31,5 17,7 6,58 5,26 26,33 3,05 0,45 6,67 70,15
70 5,0 9,4 16,3 22,6 27,5 16,2 5,63 4,5 36,97 4,00 0,43 5,82 64,55
80 4,5 7,4 14,2 19,4 24,6 14,0 5,04 4,03 43,56 3,89 0,43 5,23 55,53
90 3,2 6,5 10,1 12,4 15,2 9,5 2,99 2,395 66,46 5,93 0,39 2,985 38,16
100 3,0 3,6 3,8 4,4 5,9 4,1 0,71 0,57 92,02 8,21 0,17 0,655 16,18
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Tabla. 24 comportamiento frente a la interaccion metalica de Aspergillus welwitschiae (P11).

Aspergillus welwitschiae (P11)

Diametro en mm/dia

Concentraciones Promedio T. Crecimient’o simple T. Crecimien'to diario PI% AMLQR RGR MLGR Por | Auc
(ppm) (mml/dia) (mml/dia) (mml/dia) Regresion
1 2 3 4 5

0,5 7,4 13,8 21,3 31,5 41,6 23,1 8,55 6,84 0,87 0,07 0,43 8,61 91,10
2 7,2 13,2 21,0 31,0 41,0 22,7 8,45 6,76 2,03 0,18 0,43 8,54 89,30

5 7,0 13,0 20,4 30,4 40,5 22,3 8,38 6,70 2,90 1,25 0,44 8,44 87,55
10 6,4 12,5 19,6 29,3 39,5 21,5 8,28 6,62 4,06 1,35 0,46 8,3 84,35
20 6,2 12,3 19,0 28,3 38,0 20,8 7,95 6,36 7,83 1,68 0,45 7,96 81,70
30 6,0 12,0 18,4 27,4 37,1 20,2 7,78 6,22 9,86 1,85 0,46 7,76 79,35
40 5,8 11,2 17,4 26,5 36,0 19,4 7,55 6,04 12,46 2,08 0,46 7,57 76,00
50 5,3 10,3 16,7 24,3 34,2 18,2 7,23 5,78 16,23 2,40 0,47 7,18 71,05
60 51 10,0 16,0 23,5 32,2 17,4 6,78 5,42 21,45 2,85 0,46 6,77 68,15
70 4,7 9,5 15,0 21,4 30,4 16,2 6,43 5,14 25,51 3,20 0,47 6,33 63,45
80 4,0 8,4 14,6 20,3 27,5 15,0 5,88 4,70 31,88 2,75 0,48 5,89 59,05
90 3,7 6,3 7,3 7,9 8,1 6,7 1,10 0,88 87,25 7,53 0,20 1,04 27,40
100 3,0 3,9 4,5 4,9 5,2 4,3 0,55 0,44 93,62 8,08 0,00 0,54 17,40
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Tabla. 25 comportamiento frente a la interaccion metalica de Cunninghamella echinulata (G2)

Cunninghamella echinulata (G2)

Diametro en mm/dia

Concentraciones Promedio T. Crecimient’o simple T. Crecimien'to diario PI% AMLQR RGR MLGR Por | Auc
(ppm) (mml/dia) (mml/dia) (mml/dia) Regresion
1 2 3 4 5

0,5 6,5 13,4 20,5 29,5 39,7 21,9 8,30 6,64 0,60 0,05 0,45 8,25 86,50
2 6,3 13,1 20,0 29,0 39,0 21,5 8,18 6,54 2,10 0,17 0,46 8,13 84,75

5 6,0 12,3 19,3 28,1 38,2 20,8 8,05 6,44 3,59 1,58 0,46 8,02 81,80
10 5,6 12,0 18,3 27,3 37,2 20,1 7,90 6,32 5,39 1,73 0,47 7,85 79,00
20 5,4 11,8 17,4 26,3 36,3 19,4 7,73 6,18 7,49 1,90 0,48 7,63 76,35
30 5,2 11,4 16,3 25,3 35,3 18,7 7,53 6,02 9,88 2,10 0,48 7,41 73,25
40 4,6 11,1 15,3 24,3 33,9 17,8 7,33 5,86 12,28 2,30 0,50 7,18 69,95
50 4,4 10,2 14,3 23,1 32,1 16,8 6,93 5,54 17,07 2,70 0,50 6,83 65,85
60 4,1 9,3 13,2 22,1 31,0 15,9 6,73 5,38 19,46 2,90 0,51 6,66 62,15
70 3,7 8,3 10,4 15,0 24,3 12,3 5,15 4,12 38,32 4,48 0,47 4,79 47,70
80 3,5 7,1 9,2 14,2 20,1 10,8 4,15 3,32 50,30 4,20 0,44 4,03 42,30
90 3,2 4,1 5,6 6,7 7,9 5,5 1,18 0,94 85,93 7,18 0,23 1,2 21,95
100 3,0 3,8 4,5 5,2 5,8 4,5 0,70 0,56 91,62 7,65 0,00 0,7 17,85
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Tabla. 26 comportamiento frente a la interaccion metalica de Cunninghamella blakesleeana (G5).

Cunninghamella blakesleeana (G5)

Diametro en mm/dia

Concentraciones Promedio T. Crecimient’o simple T. Crecimien'to diario PI% AMLQR RGR MLGR Por | Auc
(ppm) (mml/dia) (mml/dia) (mml/dia) Regresion
1 2 3 4 5

0,5 8,3 15,8 21,4 29,8 39,4 22,9 7,78 6,22 0,32 0,03 0,39 7,62 90,85
2 8,0 15,0 21,0 28,7 38,2 22,2 7,55 6,04 3,21 0,25 0,39 7,41 87,80

5 7,5 14,2 20,1 27,1 36,3 21,0 7,20 5,76 7,69 2,43 0,39 7,05 83,30
10 7,0 13,2 19,2 26,2 34,1 19,9 6,78 5,42 13,14 2,85 0,40 6,72 79,15
20 6,5 12,3 18,4 24,4 32,3 18,8 6,45 5,16 17,31 3,18 0,40 6,37 74,50
30 6,0 11,2 17,3 22,1 30,2 17,4 6,05 4,84 22,44 3,58 0,40 5,93 68,70
40 5,4 10,2 16,3 20,3 27,4 15,9 5,50 4,40 29,49 4,13 0,41 5,41 63,20
50 5,0 9,1 15,3 17,3 24,3 14,2 4,83 3,86 38,14 4,80 0,40 4,68 56,35
60 4,6 8,4 13,4 15,3 21,2 12,6 4,15 3,32 46,79 5,48 0,38 4,01 50,00
70 4,0 7,4 11,3 13,2 16,3 10,4 3,08 2,46 60,58 6,55 0,35 3,04 42,05
80 3,7 6,2 9,2 11,2 13,4 8,7 2,43 1,94 68,91 5,38 0,32 2,44 35,15
90 3,3 4,1 7,0 9,1 10,4 6,8 1,78 1,42 77,24 6,03 0,29 1,92 27,05
100 3,0 3,6 4,2 4,9 5,5 4,2 0,61 0,49 92,15 7,19 0,00 0,62 16,93
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Tabla. 27 comportamiento frente a la interaccion metalica de Lasiodiplodia theobromae (G7).

Lasiodiplodia theobromae (G7).

Diametro en mm/dia

Concentraciones Promedio T. Crecimient’o simple T. Crecimien'to diario PI% AMLQR RGR MLGR Por | Auc
(ppm) (mml/dia) (mml/dia) (mml/dia) Regresion
1 2 3 4 5

0,5 7,4 15,7 23,5 32,5 41,7 24,2 8,58 6,86 0,00 0,00 0,43 8,54 96,25
2 7,2 15,1 23,0 32,0 41,0 23,7 8,45 6,76 1,46 0,13 0,43 8,45 94,20

5 7,0 14,5 22,4 31,2 38,4 22,7 7,85 6,28 8,45 1,78 0,43 7,95 90,80
10 6,7 14,0 21,3 30,0 36,4 21,7 7,43 5,94 13,41 2,20 0,42 7,54 86,85
20 6,3 13,5 20,3 28,4 34,2 20,5 6,98 5,58 18,66 2,65 0,42 7,07 82,45
30 5,8 13,0 18,4 26,4 32,3 19,2 6,63 5,30 22,74 3,00 0,43 6,64 76,85
40 5,4 12,4 16,4 24,3 30,2 17,7 6,20 4,96 27,70 3,43 0,43 6,15 70,90
50 5,0 11,3 14,2 20,4 26,3 15,4 5,33 4,26 37,90 4,30 0,42 5,17 61,55
60 4,6 10,2 12,5 16,3 22,3 13,2 4,43 3,54 48,40 5,20 0,39 4,15 52,45
70 4,3 9,2 11,3 12,3 16,3 10,7 3,00 2,40 65,01 6,63 0,33 2,71 43,10
80 3,8 7,3 8,3 9,4 12,2 8,2 2,10 1,68 75,51 6,48 0,29 1,89 33,00
90 3,4 5,2 6,2 6,9 7,3 5,8 0,98 0,78 88,63 7,60 0,19 0,95 23,65
100 3,0 3,9 4,5 5,2 5,9 4,5 0,73 0,58 91,55 7,85 0,00 0,715 17,95
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Tabla. 28 comportamiento frente a la interaccion metalica de Cunninghamella arunalokei (G10).

Cunninghamella arunalokei (G10)

Diametro en mm/dia

Concentraciones Promedio T. Crecimient'o simple | T. Crecimien'to diario PI% AMLG'R RGR MLGR por | Auc
(ppm) (mm/dia) (mm/dia) (mml/dia) Regresion
1 2 3 4 5

0,5 10,3 18,4 28,5 37,0 42,8 27,4 8,13 6,50 1,22 0,10 0,36 8,36 110,45
2 9,8 18,0 27,5 36,5 42,1 26,8 8,08 6,46 1,82 0,15 0,36 8,31 107,95

5 9,1 17,6 26,5 35,4 41,3 26,0 8,05 6,44 2,13 1,58 0,38 8,22 104,70
10 8,3 17,0 25,4 33,4 40,4 24,9 8,03 6,42 2,43 1,60 0,40 8,06 100,15
20 7,5 16,4 24,3 31,2 38,4 23,6 7,73 6,18 6,08 1,90 0,41 7,66 94,85
30 7,0 15,3 23,1 29,4 36,4 22,2 7,35 5,88 10,64 2,28 0,41 7,29 89,50
40 6,6 14,6 22,3 27,4 34,2 21,0 6,90 5,52 16,11 2,73 0,41 6,8 84,70
50 6,0 13,2 21,3 25,3 30,3 19,2 6,08 4,86 26,14 3,55 0,40 6,07 77,95
60 5,4 11,2 20,3 23,5 27,4 17,6 5,50 4,40 33,13 4,13 0,41 5,63 71,40
70 4,7 10,4 18,4 20,4 23,4 15,5 4,68 3,74 43,16 4,95 0,40 4,74 63,25
80 4,1 8,3 13,0 16,4 19,4 12,2 3,83 3,06 53,50 4,40 0,39 3,87 49,45
90 3,6 5,2 8,4 11,3 14,3 8,6 2,68 2,14 67,48 5,55 0,34 2,75 33,85
100 3,0 3,7 4,5 53 6,0 4,5 0,75 0,60 90,88 7,48 0,00 0,76 18,00
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