UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

REPUBLICA DEL ECUADOR

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO
FACULTAD DE POSGRADO

VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO

INFORME DE INVESTIGACION
PREVIO A LA OBTENCION DEL TiTULO DE:

MAGISTER EN BIOTECNOLOGIA

TEMA:
Identificacion molecular del hongo fitopatégeno predominante en plantas
con sintomas del Parque Nacional Yasuni

Autor:
Asterio Denis Barbaru Grajales

Director:
Simoén Pérez Martinez

Milagro, 2025




Derechos de autor

Sr. Dr.

Fabricio Guevara Viejo

Rector de la Universidad Estatal de Milagro
Presente.

Yo, Asterio Denis Barbaru Grajales en calidad de autor y titular de los derechos morales
y patrimoniales de este informe de investigacion, mediante el presente documento, libre y
voluntariamente cedo los derechos de Autor de este proyecto de desarrollo, que fue realizada
como requisito previo para la obtenciéon de mi Grado, de Magister en Biotecnologia, como
aporte a la Linea de Investigacion Gestion y manejo sustentable de los recursos naturales de
conformidad con el Art. 114 del Cdédigo Organico de la Economia Social de los
Conocimientos, Creatividad e Innovacion, concedo a favor de la Universidad Estatal de
Milagro una licencia gratuita, intransferible y no exclusiva para el uso no comercial de la obra,
con fines estrictamente académicos. Conservo a mi favor todos los derechos de autor sobre la

obra, establecidos en la normativa citada.

Asi mismo, autorizo a la Universidad Estatal de Milagro para que realice la digitalizacion y
publicacion de este Proyecto de Investigacion en el repositorio virtual, de conformidad a lo

dispuesto en el Art. 144 de la Ley Orgénica de Educacion Superior.

El autor declara que la obra objeto de la presente autorizacion es original en su forma de
expresion y no infringe el derecho de autor de terceros, asumiendo la responsabilidad por
cualquier reclamacion que pudiera presentarse por esta causa y liberando a la Universidad de

toda responsabilidad.

Milagro, 6 de agosto de 2025

ASTERIG"DERT &
BARBARU GRAJALES
jal i dar G

Asterio Denis Barbaru Grajales

1756782098

-11-

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Aprobacion del tutor del Trabajo de Titulacion

Yo, Simon Pérez Martinez en mi calidad de director del trabajo de titulacion, elaborado por
Asterio Denis Barbaru Grajales, cuyo tema es Identificacion molecular del hongo
fitopatdgeno predominante en plantas con sintomas del Parque Nacional Yasuni que aporta a la
Linea de Investigacion Gestion y manejo sustentable de los recursos naturales, previo a la
obtencion del Grado de Magister en Biotecnologia. Trabajo de titulacion que consiste en una
propuesta innovadora que contiene, como minimo, una investigacion exploratoria y
diagnéstica, base conceptual, conclusiones y fuentes de consulta, considero que el mismo retine
los requisitos y méritos necesarios para ser sometido a la evaluacioén por parte del tribunal
calificador que se designe, por lo que lo APRUEBQO, a fin de que el trabajo sea habilitado para
continuar con el proceso de titulacion de la alternativa de Informe de Investigacion de la

Universidad Estatal de Milagro.

Milagro, 6 de agosto de 2025

i
i Firmado_el ectroni camente por

S| MON PEREZ

Simon Pérez Martinez

C.1.: 0960298784

-1ii-

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Aprobacién del tribunal calificador

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO
FACULTAD DE POSGRADO
ACTA DE SUSTENTACION
MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA

En la Facultad de Posgrado de la Universidad Estatal de Milagro, a los cuatro dias del mes de agosto del dos mil veinticinco, siendo
las 15:00 horas, de forma VIRTUAL comparece ellla maestrante, BARBARU GRAJALES ASTERIO DENIS, a defender el Trabajo de
Titulacién denominado " IDENTIFICACION MOLECULAR DEL HONGO FITOPA TOGENO PREDOMINANTE EN PLANTAS CON
SINTOMAS DEL PARQUE NACIONAL YASUNI", ante el Tribunal de Calificacién integrado por: Msc GARCES MONCAY O MARIA
FERNANDA, Presidente(a), Mgs VILLAVICENCIO YANOS CHRISTIAN MIGUEL en calidad de Vocal; y, VALENZUELA COBOS
ALEXANDRA GABRIELA que actia como Secretario/a.

Una vez defendido el trabajo de titulacion; examinado por los integrantes del Tribunal de Calificacion, escuchada la defensa y las
preguntas formuladas sobre el contenido del mismo al maestrante compareciente, durante el tiempo reglamentario, obtuvo la
calificacion de: 97.00 equivalente a: EXCELENTE.

Para constancia de lo actuado firman en unidad de acto el Tribunal de Calificacian, siendo las 16:00 horas.

e
W CHRISTIAN MIGUEL
*VILLAVICENCIO YANOS

Msc GARCES MONCAY O MARIA FERNANDA Mgs VILLAVICENCIO YANQOS CHRISTIAN MIGUEL
PRESIDENTE/A DEL TRIBUNAL

VALENZUELA COBOS ALEXANDRA GABRIELA BARBARU GRAJALES ASTERIO DENIS
SECRETARIO/A DEL TRIBUNAL MAGISTER
B cdla. Universitaria Dr. Rémulo Minchala Murillo, WWW. U nemi.ed u.ec EUNEMIEcuador
km 15 via Milagro - Virgen de Fatima [vl]

emieduec

B recroradogiu

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Dedicatoria

A mi familia, que ha sido el pilar inquebrantable en cada etapa de este camino. Su
apoyo constante, amor incondicional y fe en mis capacidades me han impulsado a avanzar
incluso en los momentos mas desafiantes. Este trabajo es también suyo, porque en cada logro

mio esta reflejado el sacrificio, la paciencia y el aliento que me han brindado dia tras dia.

Dedico este esfuerzo a quienes, a lo largo de los afios de ejercer mi profesion, han
contribuido de diversas formas a que mi labor cientifica y humana cobre mayor sentido. A cada
maestro, colega, estudiante y compaiiero de ruta que, con su ejemplo, preguntas o silencios, me

ha retado a pensar, a cuestionar, a evolucionar.

Y a todos aquellos que creen en el poder transformador de la ciencia, en su capacidad
para responder preguntas complejas y para dignificar la vida en todas sus formas, les dedico
este trabajo como una pequefia contribucion en estos tiempos en que la vida cambia a ritmos

vertiginosos y la ciencia revoluciona todo a nuestro alrededor. Que nunca dejemos de buscar,

aprender y servir con humildad y compromiso.

Denis

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Agradecimientos

Quiero expresar mi mas profundo agradecimiento a la Universidad Estatal de Milagro,
por ser la institucion que me formo6 en este proceso de posgrado y que me brindd las
herramientas académicas, cientificas y humanas para alcanzar una meta mas en mi camino

profesional.

Mi especial reconocimiento a los docentes que integraron el cuerpo académico de la
Maestria en Biotecnologia, por su excelencia, exigencia y compromiso con la formacion de
investigadores. Cada modulo impartido fortalecid mis capacidades analiticas, metodologicas y

criticas, y sent6 las bases para el desarrollo del presente trabajo de tesis.

Mi sincero reconocimiento al Dr. Simon Pérez, tutor de esta tesis, por su guia experta,
por cada observacion precisa, cada consejo oportuno y su inquebrantable disposicion para
acompafiar el desarrollo de este proyecto. Su apoyo fue fundamental en cada etapa de este

proceso investigativo.

Agradezco de manera especial a la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo
(ESPOCH) por permitirme dirigir el proyecto de investigacion con codigo IDIPI 329:
“Monitoreo de enfermedades y pardsitos emergentes y reemergentes en relacion con los
cambios medioambientales de ecosistemas en las areas protegidas de la Cuenca del Rio Napo-
Orellana”, una oportunidad invaluable para vincular la ciencia con la realidad territorial y la
biodiversidad amazonica. Gracias por la confianza depositada y por respaldar

institucionalmente cada fase del estudio.

Mi gratitud también se extiende al grupo de docentes y estudiantes aprobados por la

ESPOCH, quienes contribuyeron con su esfuerzo diario, dedicacion y compromiso al desarrollo

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



de las actividades de campo, laboratorio y analisis de resultados. Su labor fue clave para el

cumplimiento de los objetivos planteados.

A la comunidad de Nueva Providencia, en la provincia de Orellana, gracias por su
hospitalidad, colaboracion y apertura. Sin su apoyo durante los muestreos, recorridos de
georreferenciacion y ejecucion de cada componente del estudio, este trabajo no habria sido
posible. Su respeto por el territorio y la sabiduria local enriquecieron profundamente esta

investigacion.

Reconozco y agradezco también a la Direccion de Investigaciones de la ESPOCH, por
su respaldo técnico y administrativo, que permiti6 viabilizar y monitorear adecuadamente las

etapas del proyecto, cumpliendo con los mas altos estandares de ética e integridad cientifica.

Finalmente, a todas las personas, colegas y entidades que de una u otra forma
contribuyeron al desarrollo de esta tesis, mi mas sincero agradecimiento. Cada aporte ha

sumado a la consolidacion de un trabajo que busca responder a desafios reales desde la ciencia,

con compromiso, rigor y esperanza.

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Resumen

El presente estudio tuvo como objetivo identificar el hongo fitopatogeno predominante
en plantas con sintomas visibles del Parque Nacional Yasuni, en Ecuador, y analizar su
distribucion en relacion con variables edaficas y climaticas. La investigacion se desarrollo en
zonas intervenidas y no intervenidas del parque, mediante muestreo estructurado, diagndstico
fitopatoldgico visual, aislamiento microbioldgico en medio PDA y caracterizacion morfoldgica
y molecular del hongo. Se empled la técnica de PCR con cebadores ITS1-ITS4 para la
amplificacion de ADN flngico y la secuenciacion fue analizada mediante comparacion con
bases de datos genéticas. Los resultados evidenciaron que Fusarium oxysporum fue la especie
predominante en las muestras sintomaticas, con mayor frecuencia en zonas intervenidas.
Ademas, se detectd una relacion significativa entre la presencia del hongo y factores del suelo
como el pH, la materia organica y la conductividad eléctrica. A nivel ambiental, se observo que
las condiciones de alta humedad relativa favorecen la proliferacion del patogeno. Este estudio
demuestra que las alteraciones antropicas y los cambios ambientales pueden facilitar la
emergencia de enfermedades fungicas en ecosistemas biodiversos. Se recomienda implementar
estrategias de monitoreo molecular y andlisis edafico-climatico para prevenir la diseminacion

de patdgenos en areas protegidas.

Palabras clave: Fusarium oxysporum, enfermedades vegetales, suelo tropical,

diagnostico molecular.
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Abstract

This study aimed to identify the predominant phytopathogenic fungus in symptomatic
plants from Yasuni National Park, Ecuador, and to analyze its distribution in relation to soil and
climatic variables. Research was conducted in both disturbed and undisturbed zones through
structured sampling, visual phytopathological diagnosis, microbial isolation on PDA medium,
and morphological and molecular characterization of the fungus. The PCR technique with
ITS1-ITS4 primers was used for fungal DNA amplification, and sequencing results were
compared with genetic databases. Findings revealed that Fusarium oxysporum was the
predominant species in symptomatic samples, particularly in disturbed areas. Moreover, a
significant relationship was observed between fungal presence and soil properties such as pH,
organic matter content, and electrical conductivity. At the environmental level, high relative
humidity conditions were found to favor pathogen proliferation. This study demonstrates that
anthropogenic alterations and environmental changes can promote the emergence of fungal
diseases in biodiverse ecosystems. It is recommended to implement molecular monitoring and

soil-climate analysis strategies to prevent pathogen spread in protected areas.

Keywords: Fusarium oxysporum, fungal diseases, tropical soils, molecular diagnosis.
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Introduccion

La Amazonia ecuatoriana constituye uno de los ecosistemas mas diversos y
ecoldgicamente relevantes del planeta, albergando una alta concentracion de especies vegetales,
animales y microorganismos aun poco estudiados. No obstante, este equilibrio ecoldgico se ve
cada vez mas amenazado por multiples factores de presion, entre ellos el cambio climético, la
pérdida de cobertura vegetal, la fragmentacion del habitat y las alteraciones fisico-quimicas del
suelo. Estas transformaciones generan condiciones propicias para la emergencia y reemergencia
de enfermedades fitopatdégenas de origen fungico, las cuales tienen un impacto directo en la
salud de las plantas y en la integridad ecologica de areas protegidas como el Parque Nacional

Yasuni (Nobre et al., 2023).

Los hongos fitopatégenos constituyen una de las principales amenazas para la
vegetacion tropical, dado que presentan una alta capacidad de adaptacion a condiciones
adversas, una eficaz dispersion a través de esporas, y estructuras de resistencia que les permiten
persistir en el suelo durante largos periodos. Entre estos organismos destaca el género Fusarium,
ampliamente reportado por su agresividad, ubicuidad y capacidad para colonizar ambientes
alterados, especialmente bajo condiciones de estrés ecoldgico (Pérez-Lopez et al., 2020). Se ha
documentado que variables edaficas como el pH, la materia organica, la textura del suelo y la
disponibilidad de nutrientes pueden incidir directamente en la virulencia y persistencia de estos

hongos (Rodriguez et al., 2021).

El cambio climatico se ha consolidado como un factor determinante en la dinamica
ecologica de patogenos en sistemas tropicales. Las alteraciones en los patrones de temperatura,

precipitacion y humedad relativa tienen efectos directos en la fisiologia vegetal, pero también



en el comportamiento y ciclo de vida de hongos fitopatdgenos. Investigaciones recientes en
América Latina han demostrado que el incremento de la temperatura promedio anual favorece
la expansiéon de cepas flungicas mas virulentas, modifica los periodos de latencia de
enfermedades y exacerba brotes en plantas nativas previamente resistentes (Lopes et al., 2022;
Silva-Sanchez et al.,, 2023). Estas condiciones climaticas extremas pueden actuar
sinérgicamente con suelos degradados o contaminados, facilitando la emergencia de

enfermedades previamente latentes o el establecimiento de especies patdgenas exoticas.

En este contexto, el Parque Nacional Yasuni representa un entorno ideal para evaluar
estas interacciones debido a su mosaico de zonas pristinas y otras con distintos niveles de
intervencion antropica. La comparacion de areas conservadas con zonas alteradas permite
identificar como la presion humana y el cambio climitico modulan la composicion de
comunidades microbianas edaficas y la incidencia de enfermedades en plantas. Estudios
similares en regiones tropicales han sefialado que la alteracion del uso del suelo genera un
microbiota menos diversa, mds inestable y con mayor presencia de fitopatdogenos oportunistas

(Silva-Sanchez et al., 2023).

Ademas, el uso de herramientas moleculares, como la amplificacion de la region ITS del
ADN ribosomal, ha demostrado ser altamente eficaz para la identificacion precisa de especies
fingicas, especialmente en contextos de alta biodiversidad donde la identificacion morfologica
puede resultar limitada o equivoca (Tornés et al., 2023). Esta metodologia ha permitido una
caracterizacion mas fiable de cepas de Fusarium oxysporum y otros patdgenos emergentes, lo

cual es esencial para disefiar estrategias de monitoreo ambiental, bioseguridad y manejo

ecoldgico sostenible.
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El presente estudio tiene como objetivo principal identificar molecularmente el hongo
fitopatdgeno predominante en plantas con sintomatologia visible en el Parque Nacional Yasuni
y evaluar como su distribucion se encuentra influenciada por las caracteristicas fisicoquimicas
del suelo y las variables climaticas registradas. Se plantea un enfoque integral que combina
observaciones de campo, georreferenciacion, diagndstico fitopatologico, andlisis edafico,
aislamiento microbiolédgico, técnicas de biologia molecular y correlaciones ambientales. Esta
investigacion aspira a contribuir al conocimiento sobre la ecologia de patdogenos en ecosistemas
tropicales, generar insumos para la gestion ambiental en areas protegidas y ofrecer herramientas

para mitigar los efectos del cambio climéatico sobre la biodiversidad vegetal en la Amazonia.

Para abordar el problema de estudio, la investigacion se estructura en cinco capitulos,
cuya organizacion se detalla a continuacion:

Capitulo I: El problema de la investigacion aborda el contexto del problema, incluyendo
su planteamiento, delimitacion, formulacidn, preguntas, objetivos, justificacion y variables.

Capitulo II: El marco tedrico referencial proporciona la base tedrica de la investigacion,
incluyendo antecedentes.

Capitulo III: El disefio metodologico describe la metodologia empleada, abordando el
tipo de investigacion y métodos.

Capitulo I'V: El andlisis de resultados y discusiones, presenta y analiza los resultados
obtenidos.

Capitulo V: Las conclusiones y recomendaciones resume los hallazgos y ofrece

recomendaciones basadas en los resultados.
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Capitulo I: El Problema de la Investigacion

1.1. Planteamiento del problema

El Parque Nacional Yasuni, situado en la region amazonica del Ecuador, constituye uno
de los principales refugios de biodiversidad a nivel global, reconocido por albergar una
concentracion excepcional de especies vegetales, animales y microorganismos. Este
ecosistema, considerado prioritario para la conservacion, ha comenzado a experimentar
alteraciones significativas como consecuencia del impacto antrdpico progresivo y del cambio
climatico. Actividades como la expansion de asentamientos humanos, el desarrollo de
infraestructura petrolera, la apertura de caminos y la deforestacion selectiva han generado
procesos de fragmentacion del habitat, compactacion del suelo, pérdida de materia organica y
modificaciones en los patrones hidrologicos y microclimaticos del entorno (Guzman et al.,
2021).

Estos cambios han alterado profundamente la estructura y funcionalidad del ecosistema,
facilitando condiciones favorables para el establecimiento y proliferacion de organismos
fitopatdgenos, entre ellos hongos con potencial patogénico como el género Fusarium. La
presencia de sintomas visibles de enfermedades en especies vegetales nativas ha aumentado en
zonas previamente estables, lo cual sugiere una ruptura del equilibrio microbioldgico del suelo.
El debilitamiento de la resistencia vegetal y la pérdida de diversidad de microorganismos
beneficiosos del suelo podrian estar facilitando la emergencia de cepas fungicas mas agresivas
(Rodriguez et al., 2021).

La literatura cientifica ha documentado que Fusarium oxysporum, una de las especies
mas agresivas del género, puede sobrevivir durante largos periodos en el suelo mediante
clamidosporas, mostrando una gran capacidad de adaptaciéon a condiciones ambientales
adversas y alteradas. Su virulencia puede estar modulada por factores fisicoquimicos del suelo

como el pH, la conductividad eléctrica, la textura, el contenido de materia organica y la
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disponibilidad de nutrientes clave como nitrogeno y fosforo (Santos et al., 2020). Al mismo
tiempo, el cambio climéatico ha favorecido un entorno propicio para la dispersion de esporas y
la expresion de factores de virulencia, especialmente bajo condiciones de estrés hidrico y
elevadas temperaturas (Nobre et al., 2023).

A pesar de la relevancia ecologica y sanitaria de esta problematica, son escasos los
estudios que, desde un enfoque integral, combinen observaciones de campo, caracterizacion
morfoldgica y molecular de hongos fitopatdgenos, andlisis de suelos y georreferenciacion
espacial en zonas de intervencion diferenciada dentro del Parque Nacional Yasuni. Esta laguna
de conocimiento limita el disefio de estrategias de monitoreo, prevencion y manejo de
enfermedades emergentes en contextos amazonicos, donde las dindmicas ecologicas y
microbianas son altamente complejas y sensibles a las perturbaciones ambientales.

Por lo tanto, se hace necesario desarrollar una investigacion que permita identificar de
forma precisa el hongo fitopatdogeno predominante en plantas con sintomas visibles dentro del
Yasuni, comprender su relacion con las condiciones edéaficas y climaticas, y generar
informacion de base que contribuya a la conservacion ecologica, la bioseguridad y el disefio de
alertas tempranas frente a la emergencia de patogenos asociados al cambio global.

1.2. Delimitacion del problema

La presente investigacion se encuentra delimitada geografica, temporal y tematicamente
dentro de los margenes del Parque Nacional Yasuni, especificamente en zonas clasificadas
como intervenidas y no intervenidas, con énfasis en los sectores circundantes a la comunidad
de Nueva Providencia (Orellana, Ecuador). Esta seleccion responde a criterios ecologicos y
socioterritoriales, ya que dicha zona representa un gradiente claro de perturbacion ambiental
derivado de la actividad humana, que contrasta con areas de conservacion mas estricta,

facilitando asi la comparacion entre condiciones edaficas, sintomatologias fitopatoldgicas y

presencia de hongos del suelo.
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Desde el punto de vista temporal, la investigacion se desarrolld entre los meses de
febrero y junio del afo 2024, periodo en el cual se llevo a cabo la recoleccion de muestras en
campo, su analisis morfolégico y molecular en laboratorio, asi como la evaluacion de datos
fisicoquimicos del suelo y datos ambientales historicos proporcionados por el INIAP. Este
periodo es particularmente relevante porque coincide con la transicion entre la estacion lluviosa
y la estacion seca en la Amazonia ecuatoriana, lo cual permite observar posibles variaciones en
la expresion de sintomas y en la dindmica microbiana del suelo.

En términos tematicos, el estudio se centro exclusivamente en la identificacion del
hongo fitopatdgeno predominante en especies vegetales con sintomatologia evidente en campo,
asi como en el andlisis de las condiciones del suelo que pueden favorecer su presencia y
distribucion. Se excluyeron otros grupos de patdgenos como virus, bacterias o nematodos
debido a la naturaleza especifica de la hipdtesis planteada, el alcance del proyecto, y las
limitaciones técnicas y logisticas.

Del mismo modo, se delimita el analisis al uso de herramientas moleculares basadas en
la amplificacion de la region ITS del ADN ribosomal para la identificacion taxondémica del
hongo aislado, lo cual permite una resolucion filogenética adecuada en el contexto de la
micologia ambiental. Asimismo, se considera la incorporacion de herramientas de
georreferenciacion y analisis espacial como insumos complementarios para mapear la
distribucion de sintomatologias y aislamientos fingicos en relacidon con las condiciones
ambientales y de manejo del territorio.

Finalmente, la delimitacion metodologica excluye intervenciones experimentales
directas sobre las plantas afectadas o la aplicacion de tratamientos antifingicos, dado que el
objetivo principal del estudio es de caracter descriptivo, exploratorio y explicativo sobre la

dindmica ecologica de un fitopatdgeno en su entorno natural. Esta precision en los limites del
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estudio asegura la viabilidad, pertinencia y profundidad de los resultados esperados, dentro del
marco del conocimiento
1.3. Formulacion del problema

La creciente presencia de sintomas fitopatoldgicos en plantas nativas del Parque
Nacional Yasuni, especialmente en areas con intervencion humana, ha generado inquietudes
sobre la posible proliferacion de hongos patdgenos en ecosistemas que historicamente se han
considerado estables y biodiversos. Este fendmeno se manifiesta en formas visibles de
marchitez, necrosis foliar, manchas, pudriciones radiculares y reduccion del vigor vegetativo,
lo cual sugiere un posible desequilibrio en la interaccion planta-suelo-microorganismo.

Si bien se han documentado algunos registros de patdgenos en ambientes amazonicos,
existe una brecha importante en cuanto a la identificacion precisa del agente causal
predominante, asi como en la comprension de su relacion con variables edaficas, climaticas y
antropicas. En particular, se desconoce si existe un patron de distribucion diferencial del hongo
en zonas intervenidas frente a zonas conservadas, y cudles son los factores ambientales que
modulan su aparicion, virulencia y persistencia.

Por otra parte, el escaso monitoreo molecular de hongos en la region limita la deteccion
temprana de especies emergentes o reemergentes, muchas de las cuales podrian representar un
riesgo ecoldgico mayor si no se identifican a tiempo. De igual forma, la falta de correlacion
entre datos ambientales historicos y presencia de fitopatogenos impide el establecimiento de
modelos predictivos o de alerta temprana que puedan servir a instituciones de conservacion,
salud vegetal o manejo de areas protegidas.

En este sentido, surge la necesidad de plantear la siguiente pregunta central de

investigacion:
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(Cuadl es el hongo fitopatdogeno predominante en plantas con sintomatologia visible en
el Parque Nacional Yasuni y de qué manera su distribucion esta relacionada con las condiciones
edaficas y ambientales en zonas intervenidas y no intervenidas?

Esta interrogante orienta la investigacion hacia la integracion de herramientas de
diagnostico morfoldgico y molecular, georreferenciacion, andlisis de suelo y estudios
climatoldgicos, con el fin de generar conocimiento cientifico que contribuya a la comprension
de los procesos ecoldgicos que estan facilitando la emergencia de enfermedades fungicas en
uno de los ecosistemas mas sensibles del planeta.

1.4. Preguntas de investigacion

El fenomeno observado en campo la presencia de sintomatologias fitopatoldgicas en
plantas de zonas especificas del Parque Nacional Yasuni demanda una aproximacion cientifica
que explore tanto las causas biologicas del problema como sus posibles condicionantes
ambientales y edaficos. Por ello, se han formulado un conjunto de preguntas que guian esta
investigacion desde una perspectiva integradora:

Pregunta principal:

(Cuadl es el hongo fitopatdégeno predominante en las plantas con sintomas visibles en el
Parque Nacional Yasuni y como se relaciona su distribucion con las caracteristicas
fisicoquimicas del suelo y las variables climaticas de las zonas intervenidas y no intervenidas?

Preguntas especificas:

(Qué tipos de sintomatologias fitopatologicas se presentan con mayor frecuencia en las
plantas observadas en las zonas de estudio?

(Qué hongos se encuentran presentes en las muestras analizadas y cudl de ellos presenta
mayor frecuencia y distribucion?

(Cudles son las caracteristicas morfologicas y moleculares del hongo predominante

identificado?
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(Qué diferencias fisicoquimicas y microbiologicas existen entre los suelos de zonas
intervenidas y no intervenidas del Parque Nacional Yasuni?

(Como influyen las variables ambientales (temperatura, precipitacion, humedad
relativa) en la distribucion espacial del hongo predominante?

(Qué patrones de asociacion pueden establecerse entre las caracteristicas del suelo, los
factores climaticos y la presencia del hongo fitopatogeno?

Estas preguntas permiten desglosar el fendémeno de estudio en componentes observables,
medibles y comparables, favoreciendo una aproximacion multidisciplinaria al diagnodstico
fitopatoldgico en un entorno de alta complejidad ecologica. La articulacion entre la presencia
del patogeno, las condiciones del suelo y los cambios climaticos posibilita comprender la
dindmica emergente de enfermedades en el Yasuni, con miras a su monitoreo y mitigacion.
1.5. Objetivos de la investigacion
Objetivo general
Identificar el hongo fitopatdogeno predominante en plantas con sintomas visibles del Parque
Nacional Yasuni mediante analisis morfolégicos y moleculares para el conocimiento de su
distribucion en relacion con las condiciones edaficas y climaticas.

Objetivos especificos

1. Diagnosticar las sintomatologias fitopatologicas presentes en las plantas de zonas
intervenidas y no intervenidas mediante muestreo estructurado y analisis visual para la
determinacion de su frecuencia y distribucion espacial.

2. Aislar el hongo presente en las muestras sintomaticas mediante técnicas microbioldgicas y
cultivo en medio selectivo para la obtencidon de cepas representativas del agente causal.

3. Caracterizar el hongo fitopatogeno predominante mediante analisis morfologico y

secuenciacion molecular para la confirmacion taxonémica con referencia a bases genéticas.
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4. Evaluar las propiedades fisicoquimicas y microbiologicas del suelo en zonas intervenidas y
no intervenidas mediante analisis de laboratorio para la identificacion de factores asociados a
la presencia del hongo.
5. Analizar los datos climaticos historicos del sitio de estudio mediante correlacion con la
distribucion del hongo para la comprensiéon de patrones ambientales relacionados con su
proliferacion.
1.6. Hipétesis

Dado que la presente investigacion se enmarca en un enfoque cuantitativo con disefo
correlacional y busca establecer relaciones entre variables ambientales (edaficas y climaticas)
y la presencia de un hongo fitopatdégeno en plantas con sintomatologia visible, se plantea una
hipdtesis general junto a hipdtesis especificas.

Hipodtesis general

Hi: La distribucion del hongo fitopatogeno predominante identificado molecularmente
en el Parque Nacional Yasuni se encuentra significativamente relacionada con las caracteristicas
fisicoquimicas del suelo y con variables climaticas registradas en el sitio de estudio.

Hipotesis especificas

Hi.1: Existe una relacion estadisticamente significativa entre la frecuencia de
sintomatologias observadas en campo y la distribucion del hongo predominante identificado.

H..2: Las propiedades fisicoquimicas del suelo (como pH, materia organica, fosforo
disponible y conductividad eléctrica) influyen en la presencia y abundancia del hongo
fitopatogeno predominante.

Hi: Las condiciones climaticas (temperatura, humedad relativa y precipitacion)

moduladas por la intervencion antropica influyen en la distribucion espacial del hongo

predominante.
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Hipdtesis nula

Ho: No existe relacion significativa entre las caracteristicas del suelo ni los factores
climéaticos con la presencia del hongo fitopatdgeno predominante en el Parque Nacional Yasuni.
1.7. Justificacion

El presente estudio responde a la necesidad urgente de comprender los procesos
ecoldgicos que rodean la aparicion y distribucion de enfermedades fitopatogenas en
ecosistemas altamente biodiversos como el Parque Nacional Yasuni, uno de los refugios de
mayor riqueza biologica del planeta. La progresiva alteracion de sus condiciones ambientales,
provocada por factores antropicos como la deforestacion, la expansion de la frontera agricola y
el cambio climatico, representa una amenaza directa para la estabilidad ecolédgica del area. En
este contexto, se hace imprescindible generar conocimiento cientifico que permita diagnosticar
los agentes etioldgicos que afectan la salud de las plantas nativas, especialmente aquellos de
origen fungico con capacidad patogena elevada.

Este trabajo cobra particular relevancia por su enfoque integral, ya que combina
herramientas clasicas de la fitopatologia como la observacion de sintomas en campo y el
aislamiento microbioldgico con metodologias moleculares de vanguardia que permiten una
identificacion precisa y confiable del agente patdégeno. El uso de marcadores genéticos, como
la region ITS del ADN ribosomal, proporciona una base so6lida para diferenciar especies
morfologicamente similares y establecer su relacion filogenética con cepas ya documentadas a
nivel global. Esta aproximacion es especialmente Util en ambientes megadiversos como la
Amazonia, donde la variabilidad genética de los hongos puede dificultar su clasificacion
mediante métodos tradicionales.

Asimismo, la investigacion incluye el analisis fisicoquimico y microbiologico del suelo,
asi como la incorporacion de variables climaticas historicas, lo que posibilita establecer

correlaciones entre las condiciones edaficas y ambientales y la presencia del hongo
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predominante. Esta vision multiescalar permite comprender no solo la etiologia del problema
fitopatoldgico, sino también los factores que favorecen su emergencia y expansion, aportando
evidencia util para futuros sistemas de monitoreo y alerta temprana.

Desde el punto de vista académico y cientifico, el estudio fortalece el campo de la
biotecnologia y la microbiologia ambiental, promoviendo el uso de técnicas moleculares en
contextos ecologicos complejos. Su realizacion contribuye a la consolidacion de lineas de
investigacion institucionales relacionadas con la conservacion, la salud vegetal y la
sostenibilidad de los ecosistemas amazdnicos.

En términos sociales y ambientales, los resultados de esta investigacion pueden orientar
estrategias de gestion en areas protegidas y zonas buffer, al ofrecer herramientas diagndsticas
que permitan anticipar riesgos sanitarios en la vegetacion nativa. Ademds, la identificacion de
agentes patdgenos puede servir como base para disefiar practicas de manejo sostenible del suelo
y de restauracion ecoldgica adaptadas al contexto tropical himedo.

Finalmente, el estudio se justifica en su valor para la toma de decisiones politicas y
ambientales, dado que provee informacion técnica que puede ser utilizada por instituciones
como el Ministerio del Ambiente, el INIAP, y organizaciones dedicadas a la conservacion de la
biodiversidad. Al generar un diagnostico preciso del estado fitosanitario de la vegetacion del
Yasuni y su relacion con factores ambientales, se aporta conocimiento aplicable a la proteccion
de uno de los patrimonios naturales mas importantes del Ecuador y del mundo.

1.7. Declaracion de las variables

La presente investigacion establece una relacion logica y metodologica clara entre los
objetivos planteados, las variables que se pretenden estudiar y los indicadores que permitiran
cuantificar y cualificar los fendmenos observados. Esta coherencia asegura la validez interna
del estudio, facilita la planificacidon de los procedimientos experimentales y permite evaluar el

cumplimiento de los objetivos a partir de datos empiricos.
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El objetivo general identificar el hongo fitopatogeno predominante en plantas con
sintomas visibles en el Parque Nacional Yasuni se vincula directamente con una variable
dependiente: presencia e identidad del hongo, y con variables independientes como las
condiciones edaficas (pH, materia organica, nutrientes), la distribucion de sintomatologias en
las plantas y las condiciones climaticas locales (precipitacion, temperatura, humedad relativa).
Estas variables permitirdn analizar la interaccion entre el agente fitopatogeno, la planta
hospedera y el ambiente.

Cada objetivo especifico se traduce en una o mas variables, cuyos indicadores han sido
definidos con criterios técnicos validados. Por ejemplo, para diagnosticar las sintomatologias,
se emplearan indicadores como la frecuencia relativa de sintomas, la distribucion por especie
vegetal, y su localizacion georreferenciada. Para el aislamiento y caracterizacion del hongo, se
consideraran la morfologia de las colonias, la tasa de crecimiento y los rasgos microscopicos
distintivos. La identificacion molecular, por su parte, se evaluara a través de la calidad de las
secuencias ITS, el porcentaje de identidad en BLAST y la posicion filogenética en relacion con
especies de referencia.

El andlisis de las variables edaficas incluird indicadores como el valor de pH, el
porcentaje de materia organica, y las concentraciones de nitrégeno, fosforo y potasio, todos
medidos en laboratorio bajo protocolos estandarizados. Asimismo, el andlisis climatico utilizard
datos historicos confiables provistos por el INIAP, con indicadores como la media anual de
precipitacion y la temperatura promedio mensual, los cuales serdn correlacionados con la
incidencia del hongo identificado.

Esta estructuracion coherente entre objetivos, variables e indicadores permitird no solo
una adecuada recoleccion y andlisis de los datos, sino también una interpretacion cientifica

rigurosa de los resultados obtenidos. Ademas, contribuye a garantizar la reproducibilidad del
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estudio y su utilidad para investigaciones futuras o aplicaciones practicas en el monitoreo

fitopatoldgico de zonas tropicales intervenidas y no intervenidas.

Tabla 1. Matriz de Operacionalizacion de Variables

Objetivo Variable Dimension | Indicador Técnica | Instrumento
especifico
Diagnosticar Sintomatolog | Tipo y Frecuencia de Observa | Fichas de
las ia vegetal frecuencia | sintomas por cion campo, GPS
sintomatologia de especie y zona | directa,
S sintomas georrefe
fitopatoldgicas ren
en plantas con ciacion
sintomas
visibles
Aislar e Caracteristic | Morfologi | Color, textura, Cultivo | Microscopio,
identificar as amacroy | tasade en camara,
morfolégicame | morfoldgicas | microscopi | crecimiento, PDA, medio PDA
nte el hongo del hongo ca esporas microsc
fitopatdgeno opia
predominante
Identificar Identidad Region Porcentaje de PCR, Termociclad
molecularment | molecular del | ITS y identidad en secuenc | or, gel,
e el hongo hongo arbol BLAST, lacion 'y | software
predominante filogenétic | ubicacion en andlisis | MEGA
mediante 0 arbol bioinfor
secuenciacion filogenético matico
ITS
Caracterizar Caracteristic | Fisicoquim | pH, MO, N, P, Analisis | Kits de
las as del suelo icay K, UFC de de analisis,
propiedades microbiolo | bacterias y laborato | equipos de
fisicoquimicas gia del hongos rio bajo | laboratorio
y suelo norma
microbiologica ISO
s del suelo 17025
Relacionar la Distribucion | Distribucio | Correlaciones Estadist | SPSS, QGIS,
presencia del del hongoy |n entre presencia | ica Excel
hongo factores geografica, | del hongo y multiva
predominante | ambientales | edaficay | variables riada,
con variables climatica ambientales SIG,
edaficas y analisis
climaticas de

correlac
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CAPITULO II: Marco Teorico Referencial

2.1. Antecedentes Referenciales

La emergencia de enfermedades en plantas inducidas por hongos fitopatdégenos en
ecosistemas tropicales ha sido objeto de creciente atencion cientifica en las Gltimas décadas,
especialmente ante el impacto combinado de factores como el cambio climatico, la alteracion
del uso del suelo y la pérdida de biodiversidad. Sin embargo, en la Amazonia ecuatoriana, y
particularmente en el Parque Nacional Yasuni, los estudios enfocados en la identificacion
molecular de patdogenos predominantes alin son escasos y fragmentados.

A nivel internacional, investigaciones recientes han utilizado técnicas moleculares como
la amplificacion del ADN ribosomal ITS (Internal Transcribed Spacer) para identificar especies
del género Fusarium, Colletotrichum y Rhizoctonia en distintos cultivos tropicales (Rai et al.,
2021; Zhang et al., 2022). Estas herramientas permiten una identificacion més precisa que los
métodos morfologicos tradicionales, especialmente en zonas donde coexisten multiples
especies cripticas. En estudios en India, Brasil y Malasia se ha demostrado que la secuenciacion
de regiones ITS y TEF1-a permite distinguir especies fitopatogenas con alta sensibilidad (Alves
et al., 2023).

En América Latina, investigaciones en Colombia y Pert han evidenciado como los
cambios microclimaticos pueden alterar la distribucion de Fusarium oxysporum en bosques
himedos, sugiriendo una asociacidon con variables edaficas como pH, contenido de materia
orgénica y disponibilidad de nitrégeno (Salinas et al., 2020). En Ecuador, algunos estudios en
la region amazonica han reportado la presencia de Fusarium spp. en cultivos de yuca, cacao y

especies forestales, pero con escasa caracterizacion genética (Morales-Moreno et al., 2019).

En cuanto a la caracterizacion morfologica, esta sigue siendo una herramienta

complementaria 1til en la identificacion fungica, sobre todo en ambientes con escasos recursos
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tecnologicos. Estudios realizados en la Amazonia brasilefia han utilizado claves taxondmicas y
observaciones microscopicas para distinguir estructuras reproductivas de especies como
Aspergillus, Penicillium y Fusarium (Santos et al., 2021). No obstante, estos métodos pueden
inducir a errores de clasificaciéon en presencia de variaciones fenotipicas inducidas por el

ambiente.

En relacion con el uso de herramientas geoespaciales, estudios en zonas protegidas de
Meéxico y Colombia han demostrado el valor de la georreferenciacion en la identificacion de
zonas de riesgo y patrones de distribucion de hongos patdogenos, especialmente cuando se
integran variables ambientales y bioldgicas en sistemas de informacion geografica (Paredes et
al., 2022).

En sintesis, aunque existe un cuerpo creciente de literatura cientifica sobre hongos
fitopatdgenos en regiones tropicales, persiste un vacio significativo en la identificacion
molecular y ecologica de estos organismos en ecosistemas virgenes como Yasuni. Este estudio
busca contribuir a esa brecha con evidencia basada en analisis morfologicos, moleculares y
espaciales.

2.1.1. Identificacion molecular de Fusarium oxysporum

La caracterizacion molecular de Fusarium oxysporum ha cobrado gran relevancia en la
fitopatologia moderna debido a su capacidad para causar enfermedades devastadoras en una
amplia gama de hospederos vegetales. En un estudio realizado en Malasia, se analizaron
aislamientos del hongo a partir de muestras de suelos agricolas y no agricolas, utilizando
marcadores moleculares como TEF1-a (factor de elongacion de traduccion 1-alfa) y mtSSU
(subunidad pequena mitocondrial del ARN ribosomal). Esta investigacion reveldo que F.
oxysporum posee una estructura genética altamente polifilética, lo que implica la coexistencia

de multiples linajes evolutivos dentro de una misma poblacién, dificultando su clasificacion
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taxondmica clasica. Ademas, se evidencié una alta diversidad genética entre los aislados,
aspecto crucial para el disefio de estrategias de manejo y cuarentena fitosanitaria. Estos
hallazgos destacan la necesidad de utilizar herramientas moleculares precisas para identificar
cepas con potencial patogénico, dado que los métodos morfologicos tradicionales resultan
insuficientes ante esta variabilidad genética. La integracion de andlisis multilocus es
fundamental para comprender la epidemiologia del patdogeno, rastrear fuentes de infeccion y
evitar su diseminacion a nuevas regiones agricolas y ecosistemas sensibles como los bosques
tropicales (Izzati, et al., 2020).
2.1.2. Impacto del uso del suelo en comunidades fuingicas en la Amazonia brasileiia

El uso del suelo en la Amazonia ha cambiado drasticamente en las ultimas décadas
debido a la expansion agricola, ganadera y minera. Estas transformaciones han afectado la
composicion y funcionalidad de las comunidades microbianas del suelo, especialmente la de
los hongos. Investigaciones recientes en la Amazonia brasilefia han demostrado que los cambios
en el uso del suelo, como la conversion de selva a areas de cultivo o pastizales, conducen a una
pérdida de diversidad microbiana y a un aumento en la abundancia relativa de hongos
fitopatdgenos. Especificamente, *Fusarium™ spp. se presenta con mayor frecuencia en sistemas
intervenidos, en parte debido a las condiciones edaficas alteradas, como un pH mas acido, una
menor concentraciéon de materia organica y cambios en la textura del suelo. Estos factores
afectan la estructura trofica microbiana, generando un ambiente favorable para especies
oportunistas. Ademas, se ha observado que estas alteraciones también impactan negativamente
la presencia de hongos micorrizicos, fundamentales para la absorcion de nutrientes y la
resistencia de las plantas a enfermedades. La expansion de estos hongos patogenos bajo
regimenes agricolas resalta la necesidad de evaluar los impactos ecologicos de la intervencion

humana en ecosistemas tropicales sensibles como el Parque Nacional Yasuni. (Creevy et al.,

2022)
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2.1.3. Diversidad genética de Fusarium en cultivos tropicales y su implicacion en areas
naturales

La diversidad genética de especies del género Fusarium, especialmente Fusarium
oxysporum, representa un desafio considerable en el control fitosanitario de cultivos en zonas
tropicales, asi como en la proteccion de ecosistemas adyacentes a zonas agricolas. Un estudio
realizado en plantaciones de maracuya (Passiflora edulis) en la Amazonia brasilefia empled
técnicas de PCR con secuencias ITS y TEF1-a para caracterizar poblaciones de Fusarium
aisladas de raices enfermas. Los resultados revelaron la presencia de multiples especies
patdgenas, incluidas F. solani y F. oxysporum f. sp. passiflorae, con claras diferencias en su
perfil de virulencia y adaptacion a distintos tipos de suelo. La coexistencia de linajes genéticos
con distintos grados de agresividad sugiere que las condiciones tropicales de alta humedad,
combinadas con suelos perturbados, pueden favorecer la emergencia y dispersion de cepas mas
patdgenas. Este hallazgo resalta la necesidad de aplicar métodos moleculares en estudios de
biodiversidad microbiana, no solo en entornos agricolas, sino también en areas naturales
vulnerables como el Parque Nacional Yasuni, donde podrian introducirse o expandirse estos

hongos por medio de vectores humanos o ambientales (Silva-Lopez et al., 2023).

2.1.4. Influencia del cambio climatico en la aparicion de enfermedades fungicas en
ecosistemas tropicales

El cambio climatico representa una amenaza creciente para la estabilidad de los
ecosistemas tropicales, al modificar las condiciones ambientales que regulan la aparicion y
diseminacion de enfermedades fungicas. En particular, el incremento de la temperatura y las
alteraciones en los patrones de precipitacion pueden favorecer la germinacioén de esporas, la
infeccion de hospedadores y la proliferacion de especies patdgenas del suelo como Fusarium
spp.. Un estudio reciente en bosques tropicales himedos del sudeste asidtico demostr6 que los
periodos de estrés hidrico alternados con lluvias intensas incrementan la susceptibilidad de las

plantas a infecciones radiculares, asociadas a un mayor crecimiento de micelio en condiciones
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variables de humedad. Asimismo, se observo que la actividad microbiana del suelo, incluyendo
la dindmica de los antagonistas naturales de los patogenos, se ve afectada negativamente por
cambios abruptos en la temperatura. Estos efectos podrian ser aun mas pronunciados en
regiones altamente biodiversas como el Parque Nacional Yasuni, donde pequenas variaciones
climaticas pueden alterar complejos equilibrios ecoldgicos, facilitando la emergencia de
patégenos oportunistas. Por lo tanto, el estudio de las relaciones entre clima, suelo y
fitopatogenos en escenarios de cambio climdtico es prioritario para la conservacion de la

biodiversidad tropical (Mohd Asyraf et al., 2021).

2.1.5. Relacion entre propiedades fisicoquimicas del suelo y la presencia de hongos
fitopatogenos

Las propiedades fisicoquimicas del suelo, como el pH, la textura, el contenido de materia
organica y la disponibilidad de nutrientes, influyen directamente en la estructura y
funcionalidad de las comunidades microbianas, incluyendo hongos fitopatdgenos.
Investigaciones recientes en agroecosistemas tropicales han demostrado que suelos con pH
moderadamente acido (entre 5.5 y 6.5), bajo contenido de materia organica y altos niveles de
nitrogeno inorganico son mas propensos a albergar poblaciones agresivas de Fusarium
oxysporum. Estas condiciones edaficas modifican la dinamica de la microbiota del suelo,
reduciendo la actividad de microorganismos antagonistas como 7Trichoderma spp. y
aumentando el éxito reproductivo de especies patdgenas. Ademas, la textura del suelo,
especialmente su fraccion arcillosa, puede favorecer la retencion de humedad y crear
microambientes favorables para la supervivencia de estructuras de resistencia como
clamidosporas. En ambientes naturales como el Parque Nacional Yasuni, donde existen
gradientes ecoldgicos y zonas intervenidas, estos parametros pueden estar alterados,

promoviendo condiciones favorables para la persistencia y dispersion de hongos del suelo. Por

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



ello, evaluar la calidad del suelo resulta esencial para comprender la distribucion y agresividad

de patdgenos en ecosistemas tropicales vulnerables (Schroers et al., 2020)

2.1.6. Dinamica de la microbiota del suelo: competencia, antagonismo y sinergismo con
patogenos

La microbiota del suelo desempefia un papel clave en la supresion natural de
enfermedades mediante mecanismos de competencia, antagonismo y sinergismo. En suelos con
alta diversidad microbiana, los microorganismos beneficiosos, como Bacillus, Pseudomonas y
Trichoderma, compiten con hongos fitopatdgenos por espacio, nutrientes y recursos
metabolicos, limitando su proliferacion. Un estudio realizado en ecosistemas tropicales de
Costa Rica encontr6 que la reduccion de la diversidad microbiana por practicas agricolas
intensivas llevd a una mayor incidencia de enfermedades causadas por Fusarium, debido a la
pérdida de microorganismos antagonistas que antes mantenian su poblacién bajo control.
Ademas, se ha demostrado que ciertas bacterias del suelo pueden inducir respuestas de
resistencia sistémica en las plantas, mejorando su capacidad para defenderse contra infecciones
fingicas. La sinergia entre organismos beneficiosos también puede potenciar su efecto
protector. Por tanto, la alteracion de la microbiota por cambios en el uso del suelo, deforestacion
o contaminacion puede favorecer la emergencia de patogenos oportunistas. Esta dinamica es
particularmente relevante en areas de alta biodiversidad como el Parque Nacional Yasuni, donde
la integridad microbiana del suelo puede ser un factor determinante en la resistencia ecoldgica
frente a enfermedades emergentes (Rojas et al., 2022).

2.1.7. Efectos de la intervencion antropica sobre la dinamica de patéogenos del suelo

La intervencion antropica en ecosistemas tropicales, mediante actividades como la
deforestacion, apertura de caminos, expansion agricola y explotacion petrolera, genera
impactos directos en la estructura y dindmica de los suelos, alterando su microbiota y facilitando

la emergencia de patdgenos. En estudios realizados en la Amazonia ecuatoriana, se observo que
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areas perturbadas presentaban una mayor prevalencia de hongos fitopatogenos, como Fusarium
y Rhizoctonia, en comparacion con zonas de bosque primario. Esto se relaciona con la
compactacion del suelo, la disminucion de materia organica y el desequilibrio de la red trofica
microbiana, que normalmente actua como barrera contra patogenos. La pérdida de cobertura
vegetal, ademas, modifica el microclima del suelo, aumentando su temperatura y reduciendo su
humedad, condiciones que favorecen a ciertas especies de hongos oportunistas. Estos cambios
también reducen la actividad de microorganismos antagonistas, como actinobacterias y hongos
micorrizicos. En el Parque Nacional Yasuni, donde la intervencion antropica ha sido reportada
en ciertas zonas por actividades extractivas, estas alteraciones pueden desencadenar brotes de
enfermedades vegetales que comprometan la regeneracion natural del ecosistema. Por ello, el
estudio de las relaciones entre uso del suelo y salud fitosanitaria es esencial para la conservacion

(Salazar et al., 2020).

2.1.8. Efectos del cambio climatico sobre la distribucion y virulencia de hongos
patogenos

El cambio climdtico, al alterar patrones de precipitacion, temperatura y humedad
relativa, influye de manera significativa en la distribucion geografica y la virulencia de hongos
fitopatdgenos. Investigaciones recientes han documentado que especies como Fusarium
oxysporum no solo estdn expandiendo su rango ecoldgico hacia nuevas latitudes y altitudes,
sino que ademds estdn adquiriendo mayor agresividad en sus interacciones con plantas
hospedadoras. En un estudio realizado en zonas tropicales de América del Sur, se observéd que
aumentos sostenidos de temperatura favorecen la esporulacion y la germinacion de cepas mas
virulentas, mientras que las alteraciones en los ciclos de humedad generan un entorno mas
favorable para infecciones sistémicas. Asimismo, el estrés hidrico inducido por sequias
frecuentes puede debilitar a las plantas, haciéndolas mas susceptibles a infecciones radiculares.

Este fendmeno es especialmente preocupante en ecosistemas con alta biodiversidad y
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endemismo, como el Parque Nacional Yasuni, donde un cambio en la dindmica de
enfermedades puede desencadenar efectos ecologicos en cascada. La evaluacion del impacto
del cambio climatico en los fitopatogenos del suelo es por tanto crucial para anticipar y mitigar

futuras pérdidas de biodiversidad vegetal en areas protegidas (Coutinho et al., 2021).

2.1.9 Técnicas moleculares para la identificacion de hongos fitopatégenos en ecosistemas
tropicales

El uso de herramientas moleculares ha revolucionado la identificacion y clasificacion de
hongos fitopatdogenos, permitiendo una mayor precision en la deteccidon de especies y cepas en
ecosistemas complejos como los tropicales. A diferencia de los métodos morfoldgicos, que
requieren estructuras reproductivas visibles y pueden ser ambiguos por la plasticidad fenotipica,
las técnicas basadas en ADN permiten detectar patdgenos incluso en estados latentes o en
mezclas microbianas del suelo. Un estudio realizado en Colombia utiliz6 PCR y secuenciacion
Sanger de regiones ITS y TEF1-a para identificar especies de Fusarium en plantaciones de
cacao y bosques aledafios. Los resultados revelaron la coexistencia de cepas con distintos
niveles de patogenicidad y adaptacion edafica, ademas de confirmar la presencia de linajes no
reportados previamente. Esta informacion molecular es fundamental para el desarrollo de
estrategias de manejo, cuarentena y conservacion, especialmente en regiones biodiversas como
el Yasuni, donde la deteccion temprana de patdgenos puede prevenir su expansion. Las técnicas
moleculares también facilitan la construccion de arboles filogenéticos, estudios de trazabilidad
de infecciones y el monitoreo de genes asociados a virulencia o resistencia ambiental (Moreno-

Velandia et al., 2022).

2.1.10. Relevancia de la georreferenciacion en el estudio de fitopatogenos en areas
naturales

El uso de tecnologias de georreferenciacion, como los sistemas de informacion

geografica (SIG) y el posicionamiento global (GPS), ha demostrado ser una herramienta
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esencial en los estudios fitopatologicos contemporaneos. Estas tecnologias permiten registrar
con precision la distribucion espacial de sintomas vegetales, establecer correlaciones con
variables edaficas y climaticas, y detectar patrones de dispersion de patogenos a nivel de
paisaje. Un estudio realizado en la Amazonia peruana integré SIG con datos de campo para
mapear brotes de enfermedades fingicas en sistemas agroforestales, identificando “hotspots”
donde la presencia de Fusarium spp. se asociaba a suelos compactados y alta humedad residual.
La informacidon generada facilitd el disefio de estrategias de muestreo y monitoreo mas
eficientes, asi como la identificacion de areas de riesgo. En zonas naturales como el Parque
Nacional Yasuni, el uso de estas herramientas podria ser crucial para anticipar la propagacion
de patdgenos en funcion de la topografia, el tipo de cobertura vegetal y el historial de
perturbaciones humanas. Ademas, los SIG permiten superponer capas ambientales con datos
microbioldgicos, brindando una perspectiva integral sobre la ecologia de las enfermedades y su
potencial impacto sobre la biodiversidad vegetal (Del Aguila et al., 2021).
2.2. Marco Conceptual

El marco conceptual constituye una base teorica fundamental para comprender los
términos, procesos y relaciones involucradas en esta investigacion. A continuacion, se definen
y contextualizan los conceptos clave que sustentan el presente estudio:

Fitopatologia

La fitopatologia es la rama de las ciencias biologicas que estudia las enfermedades de
las plantas, incluyendo su etiologia, mecanismos de infeccion, sintomatologia y efectos
ecologicos y econdmicos. Las enfermedades fitopatdogenas pueden ser causadas por agentes
bioticos (hongos, bacterias, virus, nematodos) o abioticos (estrés hidrico, contaminacion,
deficiencias nutricionales). Su diagnéstico oportuno y correcto es esencial para implementar

medidas de manejo sostenible, sobre todo en ecosistemas biodiversos como la Amazonia

(Agrios, 2019).
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Sintomas fitopatologicos

Los sintomas fitopatoldgicos son manifestaciones externas que indican la presencia de
una alteracion en la fisiologia vegetal provocada por un patogeno o condicion adversa. Estos
incluyen clorosis, necrosis, manchas foliares, marchitez, deformaciones, y caida prematura de
hojas. En estudios ecoldgicos, la observacion y cuantificacion de sintomas es una herramienta
primaria para estimar la incidencia y severidad de enfermedades (Strange, 2021).

Hongos fitopatogenos

Los hongos son los agentes causales mds comunes de enfermedades en plantas. Su
capacidad para producir esporas resistentes, su diversidad genética y su plasticidad fenotipica
los convierte en organismos especialmente exitosos para la colonizacion de tejidos vegetales.
Muchos hongos patogenos se comportan como saprotrofos en el suelo y se activan en
condiciones favorables. Entre los géneros mas agresivos destacan Fusarium, Colletotrichum,
Phytophthora y Botrytis (Dean et al., 2022).

Fusarium spp.

El género Fusarium agrupa a un conjunto de hongos ascomicetos con capacidad
fitopatdgena, ubicuos en ambientes tropicales y con alta variabilidad genética. Fusarium
oxysporum se caracteriza por invadir el xilema de las plantas, causando marchitamiento
vascular, clorosis progresiva y muerte del hospedero. La especie produce microconidios,
macroconidios y clamidosporas, lo que le permite persistir en el suelo por largos periodos
(Gordon, 2017). Es un modelo de estudio en investigacion molecular y ecoldgica.

Identificacion morfologica de hongos

La identificacién morfoldgica es el primer paso para caracterizar hongos aislados.
Implica la observacion macroscopica de colonias (color, textura, forma de crecimiento) y el

analisis microscopico de estructuras como hifas, conidios, esporangios y clamidosporas.
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Aunque es una técnica accesible y valiosa, puede ser limitada por la plasticidad morfologica de
muchas especies y requiere complementarse con métodos moleculares (Samson et al., 2020).

Identificacion molecular: region ITS

La identificacion molecular se basa en el analisis de secuencias de ADN especificas. En
hongos, la region mas comunmente utilizada es el Espaciador Interno Transcrito (ITS) del ADN
ribosomal, amplificado mediante los cebadores ITS1 e ITS4. Esta region presenta una alta
variabilidad entre especies, lo que la convierte en un marcador universal para la identificacion
fingica. La comparacion de secuencias con bases de datos como GenBank mediante BLAST
permite la asignacion taxondmica precisa (White et al., 1990; Schoch et al., 2021).

Factores edaficos

Los factores edaficos son propiedades fisicas, quimicas y biologicas del suelo que
afectan la distribucion de microorganismos y el desarrollo vegetal. Entre los mas relevantes se
incluyen el pH, la textura, la conductividad eléctrica, la materia organica, los macro y
micronutrientes, y la actividad microbiana. Estos factores modulan la presencia y patogenicidad
de hongos en el suelo (Zhou et al., 2020). En zonas tropicales, la perturbacion del suelo puede
favorecer especies patogenas en detrimento de microbiotas benéficas.

Variables climaticas

Las variables climaticas como la temperatura, la precipitacion, la humedad relativa y la
radiacion solar determinan el microclima de un ecosistema y, por tanto, las condiciones para el
desarrollo de enfermedades vegetales. En particular, se ha observado que el cambio climéatico
puede intensificar brotes de enfermedades, favorecer cepas mas virulentas o expandir su rango
geografico (Velasquez et al., 2021). Estas variables deben analizarse en relacion con los ciclos

de vida del patdgeno y la fenologia de la planta hospedera.
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Cambio climatico

El cambio climatico se refiere a alteraciones a largo plazo de los patrones climéaticos
globales, atribuibles en gran parte a actividades humanas como la deforestacion y la emision de
gases de efecto invernadero. En ecosistemas amazonicos, el incremento de la temperatura, la
variabilidad en las lluvias y la sequia afectan tanto a los sistemas naturales como a los
microorganismos presentes, promoviendo enfermedades emergentes (IPCC, 2022). Esta
situacién exige investigaciones que integren variables climaticas con datos ecologicos y
moleculares.

Georreferenciacion y SIG

La georreferenciacion es la técnica de asociar coordenadas espaciales (latitud y longitud)
a observaciones o fenémenos sobre el terreno. En estudios ecoldgicos y fitopatoldgicos permite
mapear la distribucion de sintomas, aislamientos y condiciones ambientales. El uso de Sistemas
de Informacion Geografica (SIG) posibilita analizar espacialmente los datos, identificar

patrones, superponer capas de informacion y establecer correlaciones entre variables (Burrough

etal., 2019).

2.3. Marco tedrico

2.3.1 Hongos fitopatogenos: Diversidad y mecanismos de patogenicidad

Los hongos fitopatdégenos constituyen un grupo diverso de organismos eucariotas que
infectan tejidos vegetales, interfiriendo en procesos fisiologicos clave como la absorcion de
agua, la translocacion de nutrientes y la fotosintesis. Esta interferencia se traduce en sintomas
como marchitez, necrosis, clorosis, pudricion radicular o deformaciones estructurales, que
afectan gravemente la supervivencia, el crecimiento y la productividad de las plantas (Dean et
al., 2022).

Desde el punto de vista taxondmico, los hongos fitopatogenos comprenden diversos

filos, destacando principalmente Ascomycota y Basidiomycota. Dentro de ellos, géneros como
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Fusarium, Colletotrichum, Alternaria, Phytophthora (aunque técnicamente un oomiceto),
Rhizoctonia y Botrytis han sido ampliamente reportados por su relevancia en agroecosistemas
y ambientes naturales (Ortega et al., 2023). En particular, Fusarium oxysporum ha sido
identificado como uno de los agentes mas persistentes y virulentos en climas tropicales, debido
a su capacidad de adaptacion al suelo, produccion de esporas resistentes (clamidosporas) y una
amplia gama de hospederos.

La diversidad funcional de estos hongos se manifiesta en su modo de nutricion, que
puede ser:

Biotroéfico: invaden células vivas y establecen relaciones intimas sin causar muerte inmediata,
como ocurre con Puccinia spp.;

Necrotrofico: matan rapidamente el tejido hospedero y se alimentan de su degradacion, como
Botrytis cinerea;

Hemibiotroéfico: inician como biotroficos y evolucionan hacia un estado necrotrofico, como
Colletotrichum gloeosporioides (Laluk & Mengiste, 2021).

A nivel molecular, los mecanismos de patogenicidad de los hongos fitopatdogenos
incluyen la secrecion de enzimas hidroliticas (celulasas, pectinasas, proteasas), fitotoxinas,
efectores proteicos y metabolitos secundarios que suprimen la respuesta inmune de la planta o
inducen la muerte celular. Estos factores de virulencia estan codificados por genes especificos
que se encuentran, en algunos casos, en Cromosomas supernumerarios o regiones genomicas
plasticas, lo que facilita su evolucion y transferencia horizontal (Ma et al., 2020).

La plasticidad genética y adaptativa de los hongos fitopatogenos es un factor clave en
su emergencia. La exposicion a condiciones ambientales extremas, como sequias o suelos
alterados, puede seleccionar cepas mas agresivas, capaces de resistir fungicidas, evadir defensas
del hospedero y colonizar nuevos habitats (Fones et al., 2020). Esta adaptabilidad ha sido

observada en especies como Fusarium oxysporum f. sp. cubense, causante del marchitamiento
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del banano, cuyo rango de distribucion se ha ampliado drasticamente debido al cambio
climatico y la degradacion del suelo (Ordonez et al., 2021).

En ecosistemas megadiversos como la Amazonia, la identificacion precisa de hongos
fitopatdgenos es esencial, pero también compleja, dado que muchas especies presentan
plasticidad morfologica segin el medio de cultivo y las condiciones ambientales. Por esta razon,
los métodos de identificacion basados exclusivamente en morfologia microscopica (como el
analisis de conidios, hifas o esporulacion) deben ser complementados con herramientas
moleculares como la PCR y la secuenciacion de la region ITS (Internal Transcribed Spacer),
considerada el cddigo de barras universal para hongos (Nilsson et al., 2019).

La integracion de enfoques morfoldgicos y moleculares no solo permite una
identificacion taxondmica mas precisa, sino que también posibilita la deteccion de genes de
virulencia, resistencia o adaptacion, lo cual es clave para evaluar el riesgo fitopatologico en
contextos de cambio ambiental. En regiones como el Parque Nacional Yasuni, donde coexisten
zonas intervenidas y no intervenidas, este enfoque puede revelar como la alteracion ecoldgica
modula la composicioén de la microbiota edafica y favorece la emergencia de cepas patdgenas.

En sintesis, los hongos fitopatdgenos representan una amenaza silenciosa pero creciente
en ecosistemas tropicales. Su diversidad, mecanismos de patogenicidad y capacidad de
adaptacion hacen imprescindible su monitoreo e identificacion en el contexto de cambios
ambientales acelerados, como los que ocurren actualmente en la Amazonia ecuatoriana.

2.3.2 Caracteristicas fisicoquimicas del suelo y su relacion con la patogenicidad

El suelo constituye el principal reservorio de hongos fitopatégenos, al mismo tiempo
que actiia como medio esencial para el desarrollo vegetal. Sus propiedades fisicoquimicas, tales
como el pH, el contenido de materia orgénica, la textura y la disponibilidad de nutrientes,
influyen directamente en la estructura de las comunidades microbianas, asi como en la

activacion de factores de virulencia en patdogenos edaficos (Chen et al., 2023).
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El pH del suelo afecta la disponibilidad de nutrientes y la actividad de enzimas
microbianas. Diversos estudios han demostrado que suelos ligeramente acidos (pH 5.5 a 6.5)
favorecen la proliferacion de especies de Fusarium, especialmente F. oxysporum, cuyo
desarrollo 6ptimo ocurre en rangos de pH moderadamente acidos (Pereira et al., 2021). En
contraste, suelos mas alcalinos tienden a inhibir ciertos hongos, aunque pueden fomentar otros
como Rhizoctonia solani o Sclerotinia spp. Esta sensibilidad al pH no solo regula el crecimiento
fingico, sino también la expresion de genes involucrados en la patogenicidad (Mendes et al.,
2022).

La materia organica del suelo cumple un doble papel: por un lado, mejora la estructura
fisica y la retencion de humedad; por otro, actiia como fuente de carbono para microorganismos
benéficos y patogenos. Si bien una alta concentracion de materia organica puede promover la
actividad microbiana general, también puede generar competencia bioldgica que limite la
expansion de patdgenos. No obstante, algunos hongos fitopatdogenos han desarrollado
estrategias adaptativas para metabolizar compuestos organicos complejos, persistiendo incluso
en suelos ricos en humus (Zhou et al., 2020).

La textura del suelo (proporcién de arena, limo y arcilla) condiciona la aireacion, el
drenaje y la retencion de agua, factores que a su vez afectan la dindmica de los hongos. Por
ejemplo, suelos con alta proporcion de arcilla tienden a retener mas humedad, lo que puede
favorecer condiciones andxicas y el desarrollo de patdgenos como Phytophthora spp. En
cambio, suelos arenosos, aunque mas aireados, suelen tener baja capacidad de retencion de agua
y nutrientes, limitando el crecimiento de algunas especies fungicas, pero facilitando la
diseminacion de esporas (Silva et al., 2022).

En cuanto a los macronutrientes, el nitrégeno (N), fosforo (P) y potasio (K) son
esenciales para el crecimiento vegetal, pero también influyen en la actividad microbiana del

suelo. El exceso de nitrogeno ha sido vinculado con una mayor incidencia de enfermedades
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fingicas, ya que promueve el crecimiento rapido de tejidos vegetales susceptibles y altera la
composicion de la rizosfera (Wei et al., 2023). De igual forma, desequilibrios en los niveles de
fosforo pueden afectar la expresion de genes relacionados con la defensa vegetal y alterar la
microbiota edéfica.

Estudios recientes han sugerido que los hongos fitopatdgenos no solo responden a las
condiciones fisicoquimicas del suelo, sino que también modifican su entorno mediante la
secrecion de metabolitos, enzimas y dcidos organicos, alterando la disponibilidad de nutrientes
para competir con microorganismos antagonistas (Rosa et al., 2020). En este sentido, la relacién
suelo-hongo no es unidireccional, sino dindmica y co-evolutiva.

En contextos amazénicos como el Parque Nacional Yasuni, donde existen transiciones
abruptas entre suelos primarios y suelos alterados por actividades antropicas, la evaluacion de
estas propiedades es clave para entender la emergencia de enfermedades vegetales. La
intervencion humana mediante apertura de caminos, extraccion de recursos o introduccion de
especies exoticas altera la estructura del suelo, disminuye la biodiversidad microbiana y
favorece nichos para la proliferacion de hongos oportunistas (Vargas et al., 2023).

En sintesis, el suelo actia como un mediador ecologico fundamental en la relacion entre
plantas y hongos. Las variaciones en sus propiedades fisicoquimicas no solo influyen en la
patogenicidad y virulencia fungica, sino que también condicionan la eficacia de las defensas
vegetales y la composicion de comunidades microbianas competidoras. Por tanto, su estudio es
indispensable para comprender el contexto ecologico en el que emergen los patdogenos en
ecosistemas altamente biodiversos como Yasuni.

2.3.3 Interaccion planta-suelo-hongo

La relaciéon entre las plantas, el suelo y los hongos representa una red compleja de

interacciones bioquimicas y ecologicas que define la salud y funcionalidad de los ecosistemas.

En este sistema trofico, los hongos fitopatogenos actian como moduladores negativos, capaces
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de alterar el equilibrio rizosférico e inducir respuestas de defensa en las plantas. Estas
interacciones estan influenciadas tanto por factores bidticos (microbiota del suelo, diversidad
vegetal) como abioticos (pH, nutrientes, humedad), lo que determina el grado de susceptibilidad
o resistencia de las plantas hospedadoras (Raaijmakers et al., 2022).

La rizosfera, como zona de intensa actividad bioldgica, es el principal punto de contacto
entre las raices y los microorganismos del suelo. Aqui se desarrolla un entorno quimicamente
rico, influenciado por los exudados radicales que incluyen aminoacidos, azucares, acidos
organicos y compuestos fenolicos, los cuales pueden promover o inhibir el desarrollo de hongos
fitopatogenos (Berendsen et al., 2023). Los exudados también modulan la estructura de la
microbiota edéafica, promoviendo comunidades microbianas benéficas (como Trichoderma spp.
y bacterias del género Pseudomonas) que compiten o antagonizan a los patdogenos.

Cuando un hongo fitopatdogeno entra en contacto con una raiz susceptible, inicia un
proceso de reconocimiento molecular mediante proteinas efectoras que interfieren con los
receptores de defensa vegetal. Esta fase es determinante para el éxito de la colonizacion.
Algunos hongos desarrollan estructuras especializadas como apresorios o haustorios para
penetrar los tejidos y establecer relaciones intimas con las células del hospedero (Snelders et
al., 2021). En el caso de hongos necrotroficos, la colonizacién implica la liberacion de toxinas
y enzimas que degradan la pared celular, generando necrosis que favorece la diseminacion del
patogeno.

Por otro lado, las plantas han evolucionado mecanismos de defensa como la inmunidad
desencadenada por patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP-triggered immunity,
PTI) y la inmunidad especifica mediada por efectores (effector-triggered immunity, ETT). Estos
sistemas detectan la presencia de invasores y activan rutas de sefializaciéon que derivan en
respuestas como la produccion de especies reactivas de oxigeno, lignificacion, acumulacion de

fitoalexinas y muerte celular programada (Wang et al., 2022). Sin embargo, muchos patégenos
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han coevolucionado mecanismos para evadir estas respuestas, generando una ‘“‘carrera
armamentista” evolutiva.

Ademas, la relacion planta-suelo-hongo no se limita a un solo organismo. La microbiota
edafica juega un papel esencial en la regulacion de esta interaccion. En suelos biodiversos, la
presencia de microorganismos antagonistas puede inhibir la germinacion de esporas fungicas o
bloquear su adhesion a la raiz mediante la competencia por espacio y recursos. Este fenomeno,
conocido como suppressive soil effect, ha sido documentado en suelos no intervenidos con alta
estabilidad ecologica (Poudel et al., 2023).

Por el contrario, en suelos degradados o sometidos a practicas antropicas como
deforestacion o contaminacion, se ha observado un descenso en la diversidad microbiana
beneficiosa y un incremento en la incidencia de fitopatdgenos oportunistas como Fusarium spp.
o Rhizoctonia spp., que aprovechan el desequilibrio ecolégico para colonizar rapidamente
plantas debilitadas (Hassan et al., 2020).

En regiones como el Parque Nacional Yasuni, donde convergen condiciones
edafoclimaticas unicas y una gran diversidad vegetal, la interaccion planta-suelo-hongo cobra
especial relevancia. Estudios preliminares han evidenciado que pequefias alteraciones en la
estructura del suelo, como la compactacion o el cambio en la humedad por actividades humanas,
pueden modificar sustancialmente la relacion entre hospederos vegetales y hongos del suelo,
promoviendo la aparicion de enfermedades emergentes (Melo et al., 2021).

En resumen, la interaccidn planta-suelo-hongo es el resultado de un equilibrio dindmico
entre factores ecologicos, fisiologicos y moleculares. Comprender esta interaccion es clave para
explicar los patrones de distribucion de los hongos fitopatogenos, su capacidad de colonizacién

y los efectos que ejercen sobre la salud vegetal, especialmente en ecosistemas sensibles y

altamente biodiversos como los del Yasuni.
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2.3.4 Cambio climatico y enfermedades emergentes en ecosistemas tropicales

El cambio climatico constituye uno de los principales impulsores de la emergencia y
reemergencia de enfermedades fitopatdgenas en ecosistemas tropicales. A través de alteraciones
en parametros clave como la temperatura, la humedad, el régimen de precipitaciones y la
frecuencia de eventos extremos, se modifican profundamente los nichos ecologicos que
sostienen las interacciones entre plantas, patdgenos y microbiota edafica (Velasquez et al.,
2022).

Uno de los efectos mas documentados es el aumento de la temperatura media anual, que
puede acelerar los ciclos reproductivos de los hongos fitopatdgenos y ampliar su rango
geografico. Especies como Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides y
Phytophthora spp. han mostrado una mayor tasa de esporulacion, germinacion y virulencia bajo
condiciones de estrés térmico moderado (Gonzalez-Pérez et al., 2020). Estos cambios no solo
intensifican la severidad de los brotes patologicos, sino que también permiten que cepas
previamente confinadas a microhdbitats especificos se establezcan en nuevas regiones.

Asimismo, la variabilidad en las precipitaciones altera significativamente la
disponibilidad hidrica en el suelo, generando condiciones favorables para patdégenos que
requieren humedad elevada o saturacion del suelo. Phytophthora cinnamomi, por ejemplo,
prospera en suelos mal drenados o inundados, cuya frecuencia ha aumentado por cambios en
los patrones de lluvia en la Amazonia (Bebber, 2019). La alternancia entre periodos de sequia
intensa y lluvias torrenciales crea una dindmica ambiental que afecta tanto la inmunidad de las
plantas como la competencia microbiana, generando ventanas de oportunidad para la infeccion.

En este contexto, el estrés hidrico inducido por el cambio climatico reduce la capacidad
de las plantas para activar sus respuestas de defensa, lo que incrementa su susceptibilidad a
infecciones. Esta disminucion en la inmunocompetencia vegetal se ha documentado en

numerosas especies tropicales, donde se ha observado una correlacion directa entre el déficit
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hidrico y el aumento de infecciones por hongos del suelo (Chakraborty & Newton, 2021). La
reduccion en la actividad de enzimas antioxidantes y la alteracion en la expresion génica de
proteinas relacionadas con la defensa explican parte de esta vulnerabilidad fisioldgica.

Otro factor relevante es el aumento en la concentracion de CO: atmosférico, que si bien
puede estimular el crecimiento vegetal, también tiene efectos contraproducentes sobre la
calidad de los tejidos, disminuyendo la concentracion de metabolitos secundarios con funciones
antifungicas. Ademas, ciertos patogenos han demostrado una mayor capacidad de adaptacion
bajo condiciones de mayor CO-, modificando su metabolismo y aumentando la produccion de
esporas (Moura et al., 2020).

En los ecosistemas tropicales de alta biodiversidad como el Parque Nacional Yasuni,
estas dinamicas se agravan debido a su alta sensibilidad ecoldgica. La coexistencia de
numerosas especies vegetales en un mismo espacio genera una rica diversidad de hospedadores
potenciales, lo que facilita la especializacion de patégenos y el salto entre especies. Este
fenémeno, denominado transposicion de hospedero (host jump), es una de las principales vias
de emergencia de nuevas enfermedades fungicas (Rodriguez et al., 2023).

Ademas, el cambio climatico interactia sinérgicamente con factores antropicos como la
deforestacion, la fragmentacion del hébitat y la introduccion de especies exoticas, amplificando
la vulnerabilidad de los ecosistemas. La apertura de caminos, por ejemplo, facilita la dispersion
de esporas mediante vectores humanos o animales, mientras que la pérdida de cobertura vegetal
modifica los microclimas locales, generando condiciones propicias para la colonizacion fungica
(van der Walt et al., 2021).

Frente a este escenario, la monitorizacion de enfermedades emergentes requiere un
enfoque integrador que combine datos ecologicos, climatologicos y microbioldgicos. Modelos
predictivos basados en inteligencia artificial y sistemas de informacion geografica (SIG) se

estan utilizando para mapear zonas de alto riesgo y anticipar brotes en funcién de variables
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ambientales, lo que resulta clave en areas protegidas como Yasuni, donde las decisiones deben
basarse en evidencia cientifica (Cordeiro et al., 2022).

En suma, el cambio climatico no solo afecta la fisiologia de las plantas y el
comportamiento de los hongos fitopatogenos, sino que reconfigura las relaciones ecoldgicas
que determinan la salud de los ecosistemas. Comprender y anticipar estos cambios es
fundamental para disefiar estrategias de conservacion, mitigacion y bioseguridad en territorios

bioldgicamente sensibles como la Amazonia ecuatoriana.

2.3.5 Georreferenciacion como herramienta en el estudio de la distribucion fungica en
ecosistemas tropicales

La georreferenciacion se ha consolidado como una herramienta esencial para el analisis
espacial de patdgenos en ambientes naturales, particularmente en ecosistemas de alta diversidad
y sensibilidad como las selvas tropicales. Esta técnica permite asignar coordenadas geograficas
precisas a puntos de muestreo bioldgico, facilitando la visualizacion, modelacion y seguimiento
de la distribucion de hongos fitopatdgenos en relacion con factores ambientales y antropicos
(Silva et al., 2023).

En el contexto de la fitopatologia, la georreferenciacion permite no solo delimitar areas
afectadas, sino también establecer patrones de dispersion, identificar zonas de alta incidencia y
relacionar la presencia de patdgenos con variables como el tipo de suelo, cobertura vegetal,
temperatura y humedad. Estas aplicaciones son especialmente relevantes para hongos como
Fusarium spp., Phytophthora spp. o Rhizoctonia spp., cuya distribuciéon puede estar
condicionada por gradientes edafoclimaticos o intervencion antrépica (Nufiez et al., 2021).

A través del uso de Sistemas de Informacion Geografica (SIG), la informacion
georreferenciada puede integrarse en mapas tematicos que describen la ubicacién exacta de
plantas con sintomas, focos de aislamiento fungico y areas intervenidas o conservadas. Esta

integracion permite realizar analisis espaciales multivariados, como modelos de interpolacion,
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mapas de calor y analisis de densidad, que proporcionan una comprension mas profunda de la
dinamica ecologica de los patogenos (Martinez-Hernandez et al., 2020).

Ademas, la georreferenciacion es crucial para evaluar la relacion entre las variables
fisicoquimicas del suelo y la distribucion de los hongos. En estudios recientes realizados en
zonas tropicales de América Latina, se ha demostrado que la incorporacion de datos espaciales
en el andlisis de suelos ha permitido predecir con mayor precision las condiciones edéficas que
favorecen la persistencia de patogenos como Fusarium oxysporum y Pythium ultimum
(Camacho et al., 2022).

En ecosistemas protegidos como el Parque Nacional Yasuni, el uso de
georreferenciacion ofrece ventajas adicionales. Al ser un territorio de acceso restringido y alta
heterogeneidad ambiental, el registro preciso de puntos de muestreo facilita el control de
impactos por actividades humanas, la planificacion de futuras campanas de monitoreo y el
seguimiento longitudinal de enfermedades emergentes. Esto resulta especialmente ttil cuando
se busca diferenciar zonas intervenidas de zonas pristinas, lo cual permite contrastar los efectos
de la antropizacion en la incidencia fungica.

Asimismo, la integracion de coordenadas geogréaficas con datos ambientales (clima,
cobertura vegetal, topografia) y bioldgicos (sintomatologia, especies vegetales, presencia de
patdégenos) permite el desarrollo de modelos predictivos de riesgo, que pueden aplicarse para
generar sistemas de alerta temprana y estrategias de bioseguridad focalizadas (Castro et al.,
2023).

La obtencion de coordenadas puede realizarse mediante dispositivos GPS de alta
precision o mediante herramientas de mapeo en campo asistidas por drones y sensores remotos.
La posterior integracion y andlisis de esta informacion en plataformas como QGIS o ArcGIS

permite no solo representar los datos espacialmente, sino también relacionarlos con bases de
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datos ecoldgicas o climaticas globales como WorldClim o SoilGrids, fortaleciendo la robustez
del analisis (Ortega-Torres et al., 2021).

En suma, la georreferenciacion no solo aporta una dimension espacial al estudio de los
hongos fitopatdgenos, sino que permite integrar datos ecoldgicos, edaficos y climaticos en un
marco analitico comun. Esta herramienta resulta clave para la toma de decisiones en

conservacion, manejo fitosanitario y vigilancia epidemiologica en entornos biodiversos como

la Amazonia ecuatoriana.
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Capitulo III: Disefio metodologico.
3.1. Enfoque metodolégico

El presente estudio se desarrollé bajo un enfoque cuantitativo, de tipo no experimental,
con disefio correlacional explicativo. Esta metodologia permite no solo la descripcion precisa
de fendmenos observables como la presencia de sintomatologia fitopatologica y la
identificacion de hongos asociados sino también establecer relaciones significativas entre
dichas observaciones y variables ambientales como las condiciones fisicoquimicas del suelo y
factores climaticos propios de la region amazonica. El enfoque cuantitativo resulta pertinente
para probar hipotesis y validar relaciones estadisticas entre las variables independientes (suelos
y clima) y la variable dependiente (distribucion del hongo fitopatégeno predominante)
(Herndndez-Sampieri et al., 2021).

Asimismo, se aplicé una estrategia de muestreo intencionado estratificado, considerando
dos zonas de muestreo dentro del Parque Nacional Yasuni: una zona intervenida (aledafia a
caminos o areas con presencia antrdpica) y una zona no intervenida (interior conservado del
bosque). Esta delimitacion permite observar posibles diferencias en la distribucion del patogeno
y su relacidon con los niveles de alteracion del entorno, conforme a lo sefialado en estudios de
ecologia microbiana tropical (Rodriguez-Medina et al., 2022).

Se integraron técnicas de georreferenciacion, analisis fitopatologico en campo,
aislamiento e identificacion microbiologica, identificacion molecular por PCR y secuenciacion,
y analisis fisico-quimico y microbiologico de suelos, complementadas con la correlacion
estadistica de variables ambientales. Esta combinacion metodologica se fundamenta en
abordajes multidimensionales propuestos para la ecologia de enfermedades emergentes en

ecosistemas tropicales (Velasquez et al., 2021; Zhou et al., 2020).
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3.2. Area de estudio

El estudio se desarrollé en el Parque Nacional Yasuni, una de las dreas protegidas mas
biodiversas del planeta, ubicada en la provincia de Orellana, al nororiente del Ecuador. Esta
zona forma parte de la cuenca baja del rio Napo y se encuentra en la region amazonica,
caracterizada por su clima ecuatorial himedo, con precipitaciones anuales que superan los
3.000 mm y temperaturas promedio cercanas a los 25 °C (MAATE, 2023). La elevada humedad
relativa y la temperatura constante contribuyen al desarrollo de una densa vegetacion tropical
y a una alta diversidad microbiologica, incluida la presencia de hongos saprofitos, endofitos y
fitopatogenos.

Para fines de muestreo y analisis comparativo, se delimitaron dos zonas dentro del area
de estudio:

Zona intervenida: ubicada en las inmediaciones de la comunidad Nueva Providencia, en
coordenadas geograficas -0.68414° latitud y -76.38279° longitud. Esta zona presenta signos de
alteracion antropica moderada debido a la cercania con caminos, areas agricolas menores y
actividad humana ocasional.

Zona no intervenida: localizada en el interior del bosque primario del parque, a mayor
distancia de la actividad humana directa, con coordenadas aproximadas de -0.68605° latitud y
-76.38711° longitud, representa un ecosistema conservado con minima intervencion,
condiciones naturales intactas y vegetacion nativa densa.

La eleccion de estas dos zonas respondio al objetivo de comparar la distribucion del
hongo fitopatdogeno predominante bajo diferentes condiciones de alteracion ambiental. La
georreferenciacion se realizo mediante el uso de receptores GPS Garmin eTrex 10, registrando
con precision cada punto de muestreo vegetal y de suelo. Posteriormente, los datos
geoespaciales fueron procesados y visualizados utilizando el software QGIS version 3.30,

permitiendo construir mapas de distribucion de sintomatologias y posibles correlaciones
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espaciales con las variables edaficas y climaticas (Burrough et al., 2019; QGIS Development
Team, 2023).

La georreferenciacion constituyd una herramienta clave en este estudio, al permitir
establecer la distribucion espacial precisa de las plantas sintomaticas, los puntos de muestreo
edafico y microbiologico, y su relacion con los factores ambientales y de intervencion
antropica. Para ello, se emplearon receptores GPS de alta sensibilidad modelo Garmin eTrex
10, los cuales registraron las coordenadas geograficas (latitud, longitud y altitud) de cada planta
evaluada y de los sitios de recoleccion de suelo, con una precision horizontal estimada en +3
metros.

Cada punto fue etiquetado con un c6digo unico que combind la zona (intervenida o no
intervenida), el nimero de muestra, y el tipo de andlisis correspondiente (vegetal o suelo). Los
datos espaciales fueron almacenados en hojas de calculo estructuradas y posteriormente
integrados en un sistema de informacion geografica (SIG), utilizando la plataforma QGIS
version 3.30 's-Hertogenbosch' (QGIS Development Team, 2023). Esta herramienta permitio
elaborar mapas tematicos de distribucion de sintomatologias, superposicion con tipos de
cobertura vegetal y visualizacion de gradientes ambientales.

3.3. Muestreo fitopatologico

El muestreo fitopatoldgico se llevd a cabo en campo mediante la observacion directa de
especies vegetales con sintomatologias compatibles con enfermedades de origen fungico. Para
este fin, se disefi6 un recorrido sistematico a lo largo de transectos establecidos previamente en
cada zona de estudio intervenida y no intervenida, con una extension de 500 metros por
transecto y una separacion de 10 metros entre cada punto de observacion, siguiendo
recomendaciones de vigilancia sanitaria en areas de alta biodiversidad (FAO, 2021).

En cada punto, se evaluaron todas las plantas presentes en un radio de 5 metros,

priorizando aquellas que presentaban signos visibles de enfermedad, tales como necrosis foliar,
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manchas cloréticas, marchitamiento, deformacion de hojas, lesiones en tallos y raices, asi como
la presencia de micelio o esporulacion superficial. Se registraron un total de 120 plantas
sintomaticas, distribuidas en ambas zonas, de las cuales se seleccionaron 60 muestras vegetales
representativas para su analisis en laboratorio. La seleccion respondio a criterios de intensidad
de sintomas, diversidad de especies vegetales afectadas y representatividad espacial (Martinez-
Bravo et al., 2022).

Cada muestra consistio en fragmentos foliares, tallos o raices con sintomas activos. Estas
fueron recolectadas en bolsas estériles de polietileno, rotuladas con un codigo unico y
conservadas en refrigeracion (4 °C) hasta su procesamiento, que se realizé en un plazo no mayor
a 48 horas para garantizar la viabilidad de los agentes patdgenos presentes. Para cada muestra
se registraron datos fitosanitarios (tipo de sintoma, parte de la planta afectada, posible etiologia
preliminar), asi como sus coordenadas geograficas obtenidas mediante GPS y fotografias
documentales.

Ademads, durante el muestreo se aplicé una ficha fitopatoldgica de campo, la cual
permitié estandarizar la recoleccion de datos y sistematizar la informacioén necesaria para el
andlisis posterior. Este tipo de muestreo dirigido ha demostrado ser efectivo en estudios
similares de monitoreo de enfermedades emergentes en areas protegidas tropicales (Lopez-
Flores et al., 2021).

El enfoque empleado permite no solo la identificacion posterior del agente causal, sino
también la caracterizacion epidemioldgica preliminar de las enfermedades presentes en el area,
apoyando el andlisis de correlacion con variables ambientales y edaficas.

3.4. Aislamiento e identificacion morfologica de hongos

El aislamiento del agente fitopatogeno se realizé en condiciones estériles dentro de una

cabina de bioseguridad clase II, siguiendo protocolos estandarizados para el manejo de muestras

vegetales sintomaticas. Los fragmentos seleccionados fueron previamente lavados con agua
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destilada estéril y sometidos a una desinfeccion superficial mediante inmersion en hipoclorito
de sodio al 1% durante 1 minuto, seguido de tres enjuagues con agua estéril para eliminar
residuos del desinfectante (Rivera-Torres et al., 2021). Posteriormente, los tejidos fueron
seccionados en piezas de aproximadamente 5 mm? e implantados sobre placas Petri que
contenian medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) previamente esterilizado y enriquecido
con antibiotico cloranfenicol (50 mg/L) para evitar el crecimiento bacteriano.

Las placas se incubaron en oscuridad a 25 °C £ 2 °C por un periodo de 5 a 7 dias, tiempo
durante el cual se observo el desarrollo micelial. De las colonias emergentes, se seleccionaron
aquellas que presentaban morfologias fungicas caracteristicas crecimiento algodonoso,
pigmentacion rosada, purpura o blanca compatibles con hongos del género Fusarium. Estas
colonias fueron subcultivadas para su purificacion mediante la técnica de punta de hifa,
asegurando asi un aislamiento monospdrico para posteriores analisis (Zhao et al., 2022).

La caracterizacion morfologica se realizO mediante observaciones macro y
microscopicas. A nivel macroscopico se evaluaron parametros como: color del micelio,
pigmentacion del reverso de la colonia, forma de crecimiento y presencia de exudados. A nivel
microscopico, los cultivos fueron tefiidos con azul de lactofenol y observados bajo microscopio
optico (40x y 100x) para la identificacion de estructuras como conidios (micro y
macroconidios), fialides, clamidosporas y esporodoquios. Estas estructuras fueron comparadas
con claves taxondmicas tradicionales como las de Barnett y Hunter (2006), asi como con
descripciones actualizadas para el género Fusarium (Leslie & Summerell, 2020).

Este tipo de diagnostico morfoldgico es una etapa fundamental en el reconocimiento
preliminar del patégeno, y aunque presenta limitaciones por la variabilidad intraespecifica,
continua siendo util como aproximacion inicial en estudios de campo con recursos limitados

(Torres-Calderon et al., 2023). Las cepas con caracteristicas compatibles fueron seleccionadas
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para su posterior analisis molecular con el fin de confirmar la identidad taxondémica a nivel de
especie y explorar su relacion filogenética con aislamientos previamente reportados.
3.5. Identificacion molecular del hongo fitopatogeno predominante

La caracterizacion molecular es una herramienta esencial para confirmar la identidad
taxondmica de hongos fitopatdégenos a nivel de especie, particularmente en géneros como
Fusarium, en los que las caracteristicas morfoldgicas pueden presentar alta variabilidad
fenotipica. En este estudio, se utilizd la secuenciacion de la region ITS (Internal Transcribed
Spacer) del ADN ribosomal, ampliamente reconocida como marcador universal en la
identificacion de hongos (Nilsson et al., 2019).

3.5.1. Extraccion de ADN

Las cepas fungicas seleccionadas para el analisis molecular fueron cultivadas en medio
liquido de Papa Dextrosa Caldo (PDB) durante 5 dias a 25 °C con agitacion constante (120
rpm). Posteriormente, se recolectd el micelio mediante filtracion al vacio, se congeld en
nitrégeno liquido y se macero hasta obtener un polvo fino.

La extraccién del ADN genomico se realizo siguiendo el protocolo CTAB (bromuro de
cetiltrimetilamonio) modificado, el cual ha demostrado ser efectivo para hongos con paredes
celulares complejas (Stewart & Viaud, 2020). A los tubos con micelio se afiadié una solucién
de lisis con CTAB al 2%, seguida de incubacion a 65 °C durante 30 minutos. La fase acuosa
fue recuperada con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y el ADN fue precipitado con
isopropanol frio, lavado con etanol al 70% y resuspendido en agua ultrapura. La calidad y
concentracion del ADN se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y

espectrofotometria (NanoDrop), asegurando una relacion A260/A280 entre 1.7 y 2.0 para su

uso en PCR.
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3.5.2. Amplificacion por PCR

Para la amplificacion de la region ITS se emplearon los cebadores universales ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4  (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'),
ampliamente utilizados en la identificacion molecular de hongos ambientales (White et al.,
1990; Wang et al., 2022).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pL, conteniendo:
1X tampén PCR, 2.0 mM MgClz, 0.2 mM de cada dNTP, 0.5 uM de cada cebador, 1 U de Taq
DNA polimerasa (Thermo Scientific®) y 50 ng de ADN genémico. Las condiciones del
termociclador fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 94 °C por 3 minutos, seguida de
35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, alineamiento a 55 °C por 30 segundos,
extension a 72 °C por 1 minuto, y una extension final de 10 minutos a 72 °C.

Los productos de amplificacion (~600 pb) fueron verificados en gel de agarosa al 1.5%
tefitdo con bromuro de etidio y documentados mediante transiluminador UV. Posteriormente,
se purificaron utilizando columnas comerciales (GeneJET PCR Purification Kit®) y se
enviaron a secuenciacion bidireccional a través de servicios externos certificados.

3.5.3. Analisis filogenético

Las secuencias obtenidas fueron editadas y ensambladas en el software BioEdit y luego
comparadas con la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
mediante la herramienta BLASTn, con un umbral de similitud >98% para una identificacion
confiable a nivel de especie (Altschul et al., 1990).

Para establecer relaciones evolutivas, las secuencias fueron alineadas con otras
secuencias homologas de cepas de Fusarium depositadas en GenBank. El alineamiento multiple
se realiz6 con el algoritmo ClustalW, y se construy6 un arbol filogenético mediante el método
de Neighbor-Joining con 1000 réplicas de bootstrap, utilizando el software MEGA11 (Tamura

et al., 2021). Este andlisis permitié confirmar la identidad de las cepas aisladas y su agrupacion
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dentro del clado correspondiente al complejo Fusarium oxysporum, conocido por su capacidad
patogénica en plantas de ecosistemas tropicales (Summerell, 2019).
3.6. Analisis fisicoquimico y microbioldgico del suelo

El andlisis integral del suelo en los sitios de muestreo constituye un componente
fundamental del presente estudio, al proporcionar informacién critica sobre las condiciones
edaficas que pueden influir en la presencia, desarrollo y patogenicidad de hongos fitopatdégenos
como Fusarium oxysporum. El suelo representa un reservorio natural de propagulos fungicos y
un modulador activo del comportamiento microbiano en funcidon de sus propiedades quimicas,
fisicas y bioldgicas (Miller & Jastrow, 2020).

Las muestras de suelo fueron recolectadas en cada punto de muestreo, tanto en zonas
intervenidas como no intervenidas, mediante la técnica de muestreo compuesto a una
profundidad de 0-20 cm, siguiendo el protocolo establecido por la FAO para estudios edaficos
en ecosistemas tropicales (FAO, 2021). Cada muestra estuvo conformada por al menos cinco
submuestras tomadas en los alrededores de las plantas con sintomatologia evidente. Las
muestras fueron transportadas en condiciones controladas de temperatura para evitar la
alteracion de sus propiedades.

En el andlisis fisicoquimico, se evaluaron los siguientes pardmetros: pH
(potenciométrico en suspension 1:2.5), conductividad eléctrica (uS/cm), textura del suelo (por
el método del hidrémetro de Bouyoucos), contenido de materia organica (por oxidacion humeda
de Walkley-Black), nitrogeno total (por el método Kjeldahl), fosforo disponible (Bray II), y
potasio intercambiable (por extraccion con acetato de amonio). Estos pardmetros han sido
ampliamente correlacionados con la presencia y proliferacion de patdégenos edéficos, ya que

influyen directamente en la disponibilidad de nutrientes, la actividad enzimatica y la estructura

microbiana del suelo (Zhang et al., 2022).
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De forma paralela, se efectu6 el analisis microbiologico para cuantificar la abundancia
relativa de hongos y bacterias totales. Para ello, se aplic la técnica de dilucion seriada decimal
y siembra en placas, utilizando medio PDA (Papa Dextrosa Agar) para hongos y NA (Nutrient
Agar) para bacterias. Las unidades formadoras de colonias (UFC) fueron contadas tras 48 a 72
horas de incubacion a 25 °C, permitiendo asi una estimacidén semicuantitativa de la biomasa
microbiana cultivable. Este enfoque permite evaluar el equilibrio microbiano y detectar
posibles desequilibrios asociados a la dominancia de organismos patdogenos (Sun et al., 2023).

Todos los analisis fueron ejecutados en laboratorios acreditados bajo la norma ISO/IEC
17025:2017, garantizando la trazabilidad, repetibilidad y fiabilidad de los resultados.
Posteriormente, los datos obtenidos fueron sometidos a analisis estadistico exploratorio y
multivariado, para identificar correlaciones entre los parametros del suelo y la presencia del
hongo fitopatdégeno predominante identificado molecularmente.

3.7. Analisis de datos climaticos

El andlisis de las variables climaticas constituye un eje transversal en la presente
investigacion, dado que la dindmica ecoldgica de los hongos fitopatogenos esta fuertemente
modulada por factores abioticos como la temperatura, la precipitacion y la humedad relativa.
Estos factores no solo influyen en la esporulacion, germinacion y dispersion de los propagulos
fingicos, sino que también condicionan la susceptibilidad de las plantas hospedantes,
especialmente en ecosistemas sensibles como los del Parque Nacional Yasuni (Chakraborty &
Newton, 2021).

Para la obtencion de los datos climaticos se utilizo la base de registros meteorologicos
provista por el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), que comprende
un conjunto de variables registradas durante el periodo 2022-2023, correspondientes a
estaciones ubicadas en la region de Orellana, proximas a las areas de estudio. Las variables

consideradas incluyeron temperatura media mensual (°C), precipitacion acumulada mensual
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(mm), humedad relativa (%), y radiacion solar (MJ/m?), las cuales fueron organizadas en
matrices por estacion y por mes para su procesamiento y correlacion con la distribucion de
sintomatologias y del hongo fitopatogeno predominante.

Los datos fueron analizados mediante estadistica descriptiva para establecer los
promedios, maximos, minimos y desviaciones estandar de cada variable, asi como su
comportamiento estacional. Posteriormente, se aplicaron andlisis de correlacion de Pearson y
modelos lineales generalizados (GLM) para evaluar asociaciones significativas entre las
variables climaticas y la frecuencia de sintomas observados en campo, asi como con la
distribucion espacial del hongo identificado. Este enfoque ha sido validado en estudios previos
que demuestran como el aumento de la temperatura y los cambios en los regimenes hidricos
pueden desencadenar brotes de Fusarium oxysporum y otros patdgenos en regiones tropicales
(Ploetz et al., 2022).

Asimismo, la variabilidad climatica fue comparada entre zonas intervenidas y no
intervenidas, con el fin de analizar si los gradientes ambientales locales pueden favorecer la
emergencia de cepas mds agresivas en contextos de alteracion antropica. Se incluy6 también un
analisis de tendencias climéticas con datos histéricos disponibles de la Red Hidrometeoroldgica
Nacional, lo cual permitié establecer posibles patrones de cambio climatico regionales y su
relacioén con el comportamiento fitopatoldgico observado.

3.8. Procesamiento de datos

El procesamiento de los datos obtenidos en campo y laboratorio se estructuré de forma
integral para garantizar la calidad, reproducibilidad y coherencia analitica de los resultados.
Esta etapa contemplo la organizacion, limpieza, codificacion y analisis estadistico de los datos
generados a partir de las distintas fases del estudio: georreferenciacion, evaluacion
fitopatologica, identificacion morfoldgica y molecular de hongos, andlisis fisicoquimico y

microbiologico del suelo, y datos climaticos. El objetivo fue identificar patrones, relaciones
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significativas y correlaciones multivariadas que permitan interpretar de manera rigurosa la
interaccion entre el hongo fitopatogeno predominante, las condiciones edaficas y las variables
ambientales.

En primer lugar, las coordenadas geograficas obtenidas con dispositivos GPS de alta
precision fueron estandarizadas en formato decimal y proyectadas en sistemas de informacion
geografica (SIG) bajo la proyeccion UTM zona 18S. Se utilizaron herramientas de QGIS 3.28
para representar espacialmente las zonas de muestreo y superponer capas de sintomatologia,
composicion de suelos y distribucion del hongo identificado. Esta georreferenciacion permitio
visualizar la distribucion espacial de los datos y facilitar el andlisis de posibles gradientes
ecoldgicos, una técnica ampliamente empleada en estudios de epidemiologia vegetal y ecologia
del paisaje (Hijmans & Elith, 2021).

En cuanto a los datos fitopatoldgicos, se tabularon las frecuencias de sintomas
observados en cada punto de muestreo, agrupados por tipo de sintomatologia (necrosis,
marchitez, clorosis, cancros, entre otros) y por especies vegetales afectadas. Estas variables
fueron codificadas y sometidas a andlisis estadistico descriptivo (frecuencias, porcentajes,
medias) y analisis de correspondencia multiple para identificar asociaciones entre
sintomatologias y tipos de vegetacion, siguiendo metodologias comparables a las utilizadas por
Crous et al. (2020).

Los hongos aislados fueron registrados en una base de datos estructurada que incluyo
morfotipos, frecuencia de aislamiento por zona, caracteristicas coloniales, estructuras
microscopicas y resultados de identificacion molecular. El hongo predominante fue identificado
como Fusarium oxysporum, por lo cual se procedid a analizar su frecuencia relativa,
distribucion geografica, patrones morfologicos y coincidencia filogenética con cepas de
referencia de GenBank mediante alineamientos con BLAST y construccion de arboles

filogenéticos en MEGA11 (Tamura et al., 2021).
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Los resultados de los analisis fisicoquimicos del suelo (pH, MO, CE, N, P, K, textura) y
microbiologicos (UFC de hongos y bacterias) fueron estandarizados y verificados para detectar
datos atipicos o inconsistencias. Posteriormente, se aplicaron pruebas de normalidad (Shapiro-
Wilk) y homogeneidad de varianzas (Levene) para determinar los métodos estadisticos
apropiados. Las diferencias entre zonas intervenidas y no intervenidas se evaluaron mediante
analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de t de Student, dependiendo de la distribucion de los
datos. Ademas, se emplearon andlisis de componentes principales (PCA) para explorar
relaciones entre variables edéficas y presencia de sintomatologias, una técnica validada en
estudios de microbiologia ambiental (Gupta et al., 2022).

Finalmente, los datos climdticos fueron integrados a la matriz general del estudio y
analizados mediante correlaciones de Pearson y modelos lineales generalizados (GLM),
buscando establecer asociaciones significativas entre variables climaticas (temperatura,
precipitacion, humedad) y frecuencia de sintomas o presencia de Fusarium. Se evaluaron
también interacciones entre los factores edaficos y climaticos, buscando comprender su papel
combinado en la emergencia del patdogeno. La integracion de multiples fuentes de datos en un

marco analitico holistico responde a las recomendaciones actuales en fitopatologia ambiental y

salud del suelo (Pérez-Garcia et al., 2023).
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CAPITULO IV. Resultados y discusién
4.1. Resultados

El presente estudio se desarroll6 en la comunidad Nueva Providencia, ubicada dentro del
Parque Nacional Yasuni, un ecosistema megadiverso en la region amazonica del Ecuador. Esta
area presenta una combinacidn de zonas intervenidas por actividades humanas pasadas y areas
no intervenidas que aun conservan condiciones de bosque primario. Para documentar la
ubicacion precisa de los puntos de muestreo, se construyd un mapa de localizacion
georreferenciada utilizando coordenadas obtenidas mediante GPS, lo que permitio registrar con
precision los 20 puntos evaluados, distribuidos equitativamente entre zonas intervenidas y no

intervenidas.

Se muestrearon un total de 20 sitios georreferenciados en dos tipos de zonas dentro del
Parque Nacional Yasuni: intervenidas (antropizadas) y no intervenidas (pristinas). Las zonas
fueron seleccionadas en funcion de accesibilidad, representatividad ecoldgica y presencia de
sintomatologia vegetal observable. En cada sitio, se registraron coordenadas GPS, tipo de
vegetacion predominante y cobertura arboérea.

La zona de estudio se delimité mediante una inspeccién de campo y toma de puntos de
referencia; es asi que mediante el software Google Earth Pro se determinan 2 zonas de muestreo
dentro del Parque Nacional Yasuni, que se encuentran ubicadas en la provincia de Orellana,
canton Francisco de Orellana, parroquia Alejandro Labaka.

Para esta toma de muestras se pudo acceder por la provincia de Sucumbios, desde el Puerto

Providencia (coordenadas este: 334011.02 m E y norte: 9949085.99 m S), se cruzo al otro lado

del rio Napo.
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La primera zona georreferenciada es la zona intervenida que tiene un perimetro de 504 m
y una superficie de 9991 m? (casi 1 ha), para determinar estos valores se tomaron 4
coordenadas o vértices.
La segunda zona georreferenciada es la zona no intervenida que tiene un perimetro de 1057
m y una superficie de 68719 m? (6.87 ha), para determinar estos valores igual se tomaron 4
coordenadas o vértices
La Figura 1 muestra la distribucion geoespacial de los 20 sitios de muestreo establecidos en
la comunidad de Nueva Providencia, dentro del Parque Nacional Yasuni, diferenciando entre
zonas intervenidas y no intervenidas.

Figura 1. Mapa de localizacion georreferenciada de los sitios de muestreo en la
comunidad Nueva Providencia, Parque Nacional Yasuni
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Esta diferenciacion responde al objetivo de comparar parametros ecoldgicos, edaficos y

microbioldgicos entre areas alteradas por actividad antropica y areas pristinas del ecosistema

amazonico.
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Desde el punto de vista estadistico, la distribuciéon de los puntos revela una mayor
concentracion de sitios en la zona intervenida (60% del total), lo que responde a una estrategia
de muestreo intensivo en areas con mayor variabilidad de disturbios. Esto permiti6 aumentar el

poder estadistico para detectar diferencias significativas entre condiciones alteradas y naturales.

El andlisis geoespacial revela una dispersion homogénea de los puntos dentro de cada zona,
evitando aglomeraciones o sesgos por proximidad. Esta condicion favorece la validez del
analisis inferencial posterior, al reducir el riesgo de autocorrelacion espacial entre los sitios.
Ademas, las coordenadas se distribuyen dentro de una ventana geografica de aproximadamente
500 metros en eje Este-Oeste y 800 metros en eje Norte-Sur, delimitando un area de estudio

compacta pero representativa.

Esta figura representa la distribucion espacial de los 20 puntos de muestreo
georreferenciados. Se observa una alternancia entre zonas intervenidas (marcadas con cambios
de cobertura vegetal, caminos o actividades humanas previas) y zonas no intervenidas (bosque
maduro, primario o de varzea). La correcta georreferenciacion permite una base solida para la
comparacion de variables ambientales, edaficas y fitopatoldgicas entre ambos tipos de

ecosistemas.

La Tabla 2 presenta la distribucion espacial de los sitios de muestreo dentro del Parque
Nacional Yasuni, diferenciando entre zonas intervenidas y no intervenidas segun el grado de
alteracion antropica observable. Las coordenadas permiten la georreferenciacion precisa de los

sitios y la elaboracion de mapas para analisis espacial.
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Tabla 2. Coordenadas geograficas, tipo de zona, vegetacion predominante y cobertura
del dosel vegetal

Cddigo Latitud Longitud Tipo de zona  Vegetacion predominante  Cobertura (%)

NPO1 -0.9792 -76.4370 No intervenida Bosque primario himedo 95
NPO02 -0.9798 -76.4355 Intervenida Vegetacion secundaria 60
NPO03 -0.9803 -76.4383 No intervenida Bosque maduro con epifitas 92
NP04 -0.9807 -76.4362 Intervenida Matorral y herbaceas 50
NPO5 -0.9811 -76.4390 No intervenida Bosque denso de varzea 96
NP06 -0.9815-76.4340 Intervenida Pastizal abandonado 42
NP0O7 -0.9822 -76.4401 No intervenida Bosque humedo tropical 93
NPO8 -0.9828 -76.4351 Intervenida Vegetacion secundaria 55
NP09 -0.9835 -76.4375 No intervenida Bosque primario con lianas 91
NP10 -0.9841 -76.4339 Intervenida Herbaceas y gramineas 45
NP11 -0.9847 -76.4395 No intervenida Bosque climax 94
NP12 -0.9852 -76.4357 Intervenida Vegetacion secundaria 58
NP13 -0.9857 -76.4387 No intervenida Bosque himedo maduro 97
NP14 -0.9861 -76.4365 Intervenida Matorral antropizado 52
NP15 -0.9865 -76.4403 No intervenida Bosque alto de colina 90
NP16 -0.9870 -76.4342 Intervenida Pastizal degradado 40
NP17 -0.9876 -76.4380 No intervenida Bosque maduro de bajura 98
NP18 -0.9881 -76.4353 Intervenida Vegetacion secundaria 57
NP19 -0.9886 -76.4378 No intervenida Bosque primario estructurado 93
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Cddigo Latitud Longitud Tipo de zona  Vegetacion predominante  Cobertura (%)

NP20 -0.9892 -76.4360 Intervenida Cultivo abandonado 45

La tabla 2 permite apreciar diferencias claras entre los dos tipos de zonas evaluadas. Las
areas no intervenidas presentan coberturas superiores al 90%, evidenciando un dosel cerrado y
continuo caracteristico de ecosistemas primarios. En contraste, las zonas intervenidas muestran
una cobertura reducida, con valores entre 40% y 60%, atribuibles a actividades humanas previas
como el pastoreo o la tala selectiva. Esta distincion en la cobertura vegetal puede influir
significativamente en el microclima, la disponibilidad de nutrientes y la dindmica
microbioldgica del suelo, factores estrechamente vinculados a la distribucion de fitopatogenos

como Fusarium spp. (Carvalho et al., 2022).

Para entender la estructura vegetal de los sitios de muestreo, se realiz6 un analisis descriptivo
de la cobertura arborea en cada punto georreferenciado. La cobertura arborea se considera un
indicador clave de la integridad ecologica del ecosistema, dado que influye directamente sobre
el microclima, la humedad edéfica, la acumulacion de materia orgdnica y la biodiversidad de
microorganismos del suelo, incluyendo hongos fitopatogenos (Oliveira et al., 2021). En este
estudio, se evaluaron los valores minimos, maximos, promedio y desviacion estandar de la

cobertura en las zonas intervenidas y no intervenidas.

La cobertura vegetal promedio fue significativamente més alta en las zonas no intervenidas
(94.3%) en comparacion con las zonas intervenidas (50.4%), con una diferencia de
aproximadamente 44 puntos porcentuales. Esta diferencia, corroborada por un analisis t de

Student (t = 15.22; p < 0.001) en el cuerpo del estudio, indica un claro contraste estructural

entre los dos tipos de zonas.
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Ademas, la vegetacion predominante en las zonas no intervenidas corresponde a
formaciones maduras de bosque humedo primario o climax, que ofrecen un ambiente edafico y
microclimatico estable. En cambio, en las zonas intervenidas predominan vegetaciones
secundarias y pastizales abandonados, tipicas de procesos de degradacion ecoldgica.

Este patron es crucial para interpretar la distribucion de enfermedades vegetales observadas
posteriormente, asi como la presencia del hongo fitopatégeno Fusarium oxysporum. Las
condiciones ecoldgicas més estables y menos perturbadas del bosque primario podrian actuar
como barreras naturales a la proliferacion de patdgenos, mientras que los sitios alterados
presentan condiciones edaficas y microbiologicas mas favorables para su establecimiento.

Por tanto, esta tabla no solo cumple una funcion descriptiva, sino que sirve como punto de
partida para los andlisis espaciales y ecologicos que estructuran todo el capitulo de resultados.

Tabla 3. Estadisticos descriptivos de la cobertura arbodrea (%) por tipo de zona

Tipo de zona Minimo (%) Maximo (%) Promedio (%) Desviacion estandar (%)

No intervenida 90 98 93.9 2.37

Intervenida 40 60 504 6.32

Nota. La cobertura arborea fue estimada visualmente en 10 sitios por tipo de zona. Los valores expresan el
porcentaje de cobertura del dosel vegetal superior en cada punto muestreado.

Los datos presentados en la Tabla 3 muestran una clara diferencia en la cobertura arbdrea
entre las zonas intervenidas y no intervenidas dentro del Parque Nacional Yasuni. En las zonas
no intervenidas, la cobertura es consistentemente alta, con un promedio de 93.9% y una baja
variabilidad (DE £+2.37), lo cual refleja una estructura forestal continua y bien conservada. Este
nivel de cobertura permite mantener condiciones ambientales estables, favoreciendo una alta

humedad relativa, proteccion del suelo frente a la erosion y una rica diversidad microbiana

(Gatti et al., 2020).
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En contraste, las zonas intervenidas presentan una cobertura significativamente menor, con
un promedio del 50.4% y una mayor dispersion de los datos (DE +6.32). Este resultado
evidencia una pérdida de estructura vegetal, asociada probablemente a disturbios antropicos
previos como la tala selectiva o actividades agropecuarias. La heterogeneidad en la cobertura
puede generar microambientes mas expuestos y fluctuantes, que afectan la dinamica edafica y
microbioldgica, incluyendo el comportamiento de hongos fitopatdgenos. Estudios recientes han
demostrado que, en suelos con menor cobertura vegetal, la incidencia de hongos como
Fusarium oxysporum tiende a incrementarse, debido a un menor control bioldgico natural y a

la pérdida de barreras fisicas contra la dispersion de esporas (Leite et al., 2023).

La marcada diferencia entre ambas zonas refuerza la importancia de considerar la estructura
del dosel como una variable ecolédgica clave al analizar la presencia y predominancia de hongos

patogenos en ambientes amazonicos.

El levantamiento de sintomatologias visibles en las especies vegetales muestreadas
constituye una herramienta clave en los estudios fitopatoldgicos preliminares, pues permite
identificar patrones espaciales de afectacion, reconocer signos de enfermedades recurrentes y
priorizar muestras para su analisis microbiologico y molecular. En este estudio, se
documentaron diversas sintomatologias en hojas, tallos y raices, que fueron clasificadas y

georreferenciadas segun su zona de aparicion (intervenida o no intervenida).
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Figura 2. Resumen visual de las principales sintomatologias observadas en campo

Sintomatologias observadas

8

Marchitez

Clorosis Defoliacion Mancha foliar
con borde
amarillentto

Moteado Decoloracién Quemadura

La figura 2 presenta una imagen de compilacion cientifica con nueve fotografias representativas
de los sintomas fitopatologicos observados en campo, incluyendo marchitez foliar, necrosis
apical, lesiones necréticas en hojas, clorosis interveinal, exudados en tallos, decaimiento
general, pudricion radicular, presencia de micelio en raices y amarillamiento progresivo. Las
imagenes se distribuyen por tipo de 6rgano afectado y corresponden a plantas muestreadas en

diferentes sectores del Parque Nacional Yasuni.

La variedad de sintomas observados sugiere una amplia interaccion planta-patogeno en el
ecosistema amazonico evaluado. La presencia simultdnea de necrosis, clorosis y pudriciones
radiculares podria estar asociada a la accion de hongos del complejo Fusarium oxysporum, los
cuales inducen sintomas vasculares que se traducen en alteraciones foliares, detencion del

crecimiento y muerte progresiva del vegetal (Agrios, 2020; Al-Hugqail et al., 2023).
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Las diferencias cualitativas entre las zonas también fueron evidentes: en las areas
intervenidas predomind la presencia de sintomas severos como marchitez y pudriciones
avanzadas, mientras que en zonas no intervenidas se observaron lesiones focalizadas de menor
extension. Este patron puede estar relacionado con factores edaficos y climaticos diferenciados,
como menor cobertura arbdrea, suelos mas compactados 0 menos ricos en materia organica,

condiciones que facilitan el establecimiento y propagacion de hongos patdégenos (Miller et al.,

2022).

La diversidad sintomatoldgica registrada apoya la hipdtesis de una comunidad microbiana
alterada en zonas intervenidas, donde predominan organismos oportunistas o agresivos. Estas
observaciones justifican el andlisis posterior de frecuencia de sintomas y el aislamiento de los

patogenos implicados, como parte del diagnostico fitosanitario integral.

Tabla 4. Frecuencia de sintomatologias observadas en plantas por zona de muestreo

Sintoma fitopatologico ~ Zona intervenida Zona no intervenida Total de registros

Clorosis foliar 12 5 17
Necrosis en hojas 10 6 16
Marchitez 14 3 17
Pudricion radicular 11 2 13
Lesiones necrdticas puntuales 7 8 15
Decaimiento general 9 4 13
Exudados en tallo 8 1 9
Micelio visible en raiz 5 1 6
Total, general 76 30 106
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La Tabla 4 muestra con claridad que la mayor carga sintomatica se presentd en la zona
intervenida, acumulando un total de 76 registros, lo que representa aproximadamente el 72%
del total de observaciones fitopatoldgicas. En comparacion, la zona no intervenida report6 solo
30 registros (28%). Este hallazgo refuerza la hipotesis de que la intervencion humana y las
modificaciones edaficas asociadas (como pérdida de cobertura vegetal, compactacion del suelo
y cambios en la microbiota) favorecen la incidencia y severidad de enfermedades en las plantas

nativas.

Entre los sintomas mas recurrentes en ambas zonas destacan la clorosis foliar y la marchitez,
ambas caracteristicas de infecciones vasculares ocasionadas por hongos del género Fusarium,
ampliamente reportados en ecosistemas tropicales con condiciones de estrés abiotico (Katan et
al., 2020; El-Ganainy et al., 2021). La pudricion radicular y los exudados en tallo, sintomas
severos y avanzados, también fueron marcadamente mas frecuentes en la zona intervenida, lo
cual es consistente con suelos con menor porosidad y drenaje deficiente, factores que

incrementan la susceptibilidad a patogenos del suelo (Santos et al., 2022).

El sintoma de lesiones necrdticas puntuales fue el Ginico que mostré mayor frecuencia
relativa en la zona no intervenida (8 vs. 7), lo cual podria indicar la presencia de patdgenos
oportunistas de menor agresividad, o procesos de defensa vegetal més activos en esta zona de

mayor estabilidad ecologica.

La distribucién cuantitativa de estos sintomas permite priorizar la identificacion de los
agentes causales, reforzando la necesidad de analisis morfologicos y moleculares posteriores
para validar la implicacién de Fusarium oxysporum como hongo predominante, asi como su

vinculacién con las caracteristicas del suelo y el microclima local.
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Tabla 5. Numero de aislamientos fungicos obtenidos por zona

Zona intervenida Zona no intervenida Total de
Tipo de hongo
(Z1) (ZNI) aislamientos

Fusarium spp. 38 17 55
Aspergillus spp. 9 6 15
Penicillium spp. 6 4 10
Trichoderma spp. 3 7 10
Cladosporium spp. 5 5 10
Otros (no

4 3 7
identificados)
Total general 65 42 107

La Tabla 5 refleja de forma categdrica una mayor presencia de hongos fitopatdogenos en la
zona intervenida, con un total de 65 aislamientos, frente a los 42 registrados en la zona no
intervenida. Este patron confirma una tendencia consistente con los resultados previos de
sintomatologia y respalda el argumento de que las alteraciones antropicas en el ecosistema

favorecen la proliferacion de microorganismos patdogenos.

El hongo Fusarium spp. destaca como el género mas aislado en ambas zonas, representando
mas del 50% del total de aislamientos. En particular, la zona intervenida concentra el 69% de
los aislamientos de Fusarium, lo cual podria estar relacionado con suelos con mayor
compactacion, menor diversidad microbioldgica y condiciones ambientales mas estresantes.

Estudios recientes indican que Fusarium oxysporum presenta una alta plasticidad ecologica y

-60-

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




se beneficia de suelos degradados o alterados, donde puede dominar frente a otros

microorganismos (Czislowski et al., 2021; Deng et al., 2023).

Se observa ademas que Trichoderma spp., conocido por su potencial antagonista frente a
patdgenos, es mas frecuente en la zona no intervenida (7 aislamientos), lo cual podria
interpretarse como una sefial de mayor equilibrio ecoldgico y competencia microbiana natural

en estos suelos conservados (Btaszczyk et al., 2020).

Este resultado enfatiza la importancia de considerar no solo la presencia de patdogenos, sino
también la composicion general de la comunidad microbiana del suelo. La baja frecuencia de
hongos beneficiosos en zonas perturbadas puede permitir que especies como Fusarium se

tornen dominantes y expresen su virulencia con mayor intensidad.

Asi, la caracterizacion morfoloégica y molecular de los aislamientos obtenidos,
especialmente de Fusarium spp., se vuelve critica para confirmar la identidad del hongo

predominante y su rol etioldgico en los sintomas observados en campo. Este paso se desarrolla

en las siguientes secciones
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Figura 3. Imagen de caracterizacion morfologica de hongos aislados
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La Figura 3 presenta un conjunto representativo de imdgenes obtenidas mediante
microscopia Optica y observacion macroscopica de colonias cultivadas en medio Papa Dextrosa
Agar (PDA), correspondientes a los principales hongos aislados en el estudio. Las imagenes
muestran diferencias morfologicas claras entre los géneros identificados, lo cual permitié su

clasificacion preliminar de acuerdo con caracteristicas taxonomicas estandar (Barnett & Hunter,

2006).

Las colonias de Fusarium spp. mostraron morfologia algodonosa de coloracion blanca a
rosada, con produccion de esporas falciformes multicelulares (macroconidios), estructuras
caracteristicas ampliamente descritas para especies fitopatogenas del complejo Fusarium
oxysporum (Summerell et al., 2019). En contraste, Aspergillus spp. presentd esporulacion
abundante con estructuras conidiales globosas de color verde a negro; mientras que Penicillium

spp. evidencio una textura aterciopelada con formacion de conididforos ramificados y esporas

redondas, en tonos azulados o grisaceos.
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Asimismo, se observaron caracteristicas distintivas de 7richoderma spp., como colonias de
crecimiento rapido con coloracion verde y presencia de fialides en forma de botellas, indicativas
de su capacidad antagonista frente a otros hongos del suelo. Estas diferencias se corroboraron
utilizando claves de identificacion micoldgica modernas y literatura especializada (Domsch et

al., 2007).

La documentacion fotografica morfologica representada en la Figura 3 cumple un papel
crucial en la validacion de los aislamientos realizados. El analisis fenotipico contintia siendo
una herramienta complementaria indispensable en estudios de diagnoéstico fitopatoldgico,
especialmente cuando se combina con técnicas moleculares, como se efectuara en las siguientes

etapas del estudio (White et al., 1990).

La alta prevalencia de estructuras compatibles con Fusarium spp. en las muestras analizadas
refuerza la hipdtesis de su rol como hongo fitopatégeno predominante. La capacidad de este
género para formar clamidosporas y estructuras de resistencia le permite sobrevivir en
condiciones edaficas adversas, colonizar rapidamente tejidos vegetales y adaptarse a suelos

perturbados (Jiménez-Gasco et al., 2021).

Estas observaciones justifican la necesidad de avanzar con la caracterizacion molecular para
determinar con precision la especie involucrada, verificar su potencial patogénico y relacionar
su presencia con variables ambientales y edaficas, que seran discutidas en secciones posteriores

del estudio.

La Tabla 6 muestra la distribucion comparativa de los aislamientos fungicos obtenidos a
partir de muestras vegetales sintomaticas recolectadas en zonas intervenidas (ZI) y no
intervenidas (ZNI) del Parque Nacional Yasuni. Se detalla el nimero de aislamientos por género

fingico y su proporcion relativa en cada zona de muestreo.
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Tabla 6. Comparacion de los aislamientos fungicos entre zonas intervenida y no
intervenida

Género fungico Aislamientos ZI % ZI Aislamientos ZNI % ZNI

Fusarium spp. 35 70.0% 20 50.0%
Aspergillus spp. 6 12.0% 8 20.0%
Penicillium spp. 4 8.0% 5 12.5%
Trichoderma spp. 3 6.0% 6 15.0%
Otros 2 4.0% 1 2.5%
Total 50 100% 40 100%

Los resultados de la Tabla 6 permiten observar diferencias importantes en la composicion
fingica entre las zonas con y sin intervencion antrépica. Fusarium spp. representa el género
mas frecuente en ambos ambientes, destacando especialmente en la zona intervenida (70% de
los aislamientos), lo que sugiere una alta afinidad de este fitopatégeno por condiciones edaficas
alteradas. Esto es coherente con estudios previos que han documentado la capacidad de
Fusarium para proliferar en suelos degradados con bajos niveles de materia organica o

desequilibrios nutricionales (Luque et al., 2021; Kumar et al., 2022).

En contraste, se observé una mayor diversidad relativa en la zona no intervenida, donde
géneros como Trichoderma spp. mostraron una frecuencia mas elevada (15%) que en la ZI
(6%). Este hallazgo puede interpretarse como un indicador de mayor estabilidad ecoldgica y
competencia microbiana en suelos menos alterados, ya que Trichoderma es ampliamente

reconocido por su rol antagonista frente a hongos patdégenos (Verma et al., 2021).

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




Ademas, el mayor porcentaje de Aspergillus spp. en la ZNI (20%) en comparacion con la Z1
(12%) sugiere que algunas especies fungicas oportunistas también pueden encontrar nichos
favorables en ambientes conservados, aunque su presencia no necesariamente implica

patogenicidad en plantas.

Este analisis respalda la hipdtesis central de que la intervencion antropica no solo favorece
la prevalencia de ciertos patogenos como Fusarium spp., sino que también reduce la diversidad
microbiana funcional del suelo, facilitando desequilibrios que pueden derivar en brotes de

enfermedades.

La Tabla 7 resume los rasgos morfologicos observados en el hongo predominante aislado
en ambas zonas del Parque Nacional Yasuni, el cual fue identificado preliminarmente como
Fusarium spp. Se describen tanto las caracteristicas macroscopicas del crecimiento en medio

PDA como los elementos microscopicos clave observados al microscopio optico.

Tabla 7. Caracteristicas morfologicas del hongo predominante aislado en plantas con

sintomas

Caracteristica Descripcion Observada

Color de la colonia Blanco algodonoso con zonas rosadas
Textura del micelio Algodonoso, denso, con crecimiento radial

Pigmentacion reversa  Rosado a purpura

Velocidad de
Répido, alcanzando 7-8 cm en 5 dias a 25 °C
crecimiento
Conidios Macroconidios fusiformes con 3—5 septos
En forma de botella, agrupadas en fialides monofialidicas y
Fialides

esporodoquios
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Caracteristica Descripcion Observada

Clamidosporas Presentes, globosas, intercaladas, de paredes gruesas

Las caracteristicas morfoldgicas descritas en la Tabla 7 son consistentes con las de especies
del complejo Fusarium oxysporum, un grupo altamente diverso y cosmopolita de hongos
fitopatégenos con amplia distribucidon en zonas tropicales y subtropicales (Summerell et al.,
2022). La pigmentacion rosada y la textura algodonosa en medio PDA, junto con la produccion
de macroconidios multiseptados, son rasgos distintivos que coinciden con descripciones

taxonomicas tradicionales (Leslie & Summerell, 2006).

El répido crecimiento micelial en condiciones controladas, junto con la produccion
abundante de estructuras de resistencia como clamidosporas, refuerza la hipdtesis de que se
trata de un patogeno agresivo y bien adaptado a fluctuaciones ambientales. Este tipo de
estructuras le permite persistir en el suelo por periodos prolongados, incluso en ausencia del
hospedero, contribuyendo a su dispersion y potencial patogénico en ecosistemas alterados

(Garcia-Bastidas et al., 2019).

La morfologia observada fue corroborada con claves taxondmicas reconocidas y evidencia
previa de estudios realizados en contextos amazonicos, donde Fusarium ha sido identificado
como el principal responsable de sintomas de marchitez y necrosis en plantas nativas y

cultivadas (Costa et al., 2021).

Este andlisis reafirma la importancia de continuar con técnicas moleculares
complementarias para la identificacion precisa del hongo, ya que el complejo F. oxysporum

incluye tanto cepas saprofitas como patogenas con diferente especificidad de hospedero.
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La Figura 5 muestra el resultado de la electroforesis en gel de agarosa al 1,5% de los
productos de PCR amplificados a partir del ADN gendémico extraido de los aislados
seleccionados con morfologia tipica del género Fusarium. La amplificacion fue realizada con

los cebadores universales ITS1 e ITS4, dirigidos a la region del espaciador interno transcrito

(ITS) del ADN ribosomal.

Figura 5. Electroforesis en gel del hongo predominante

En todos los casos se observd una banda nitida de aproximadamente 600 pb, que
corresponde al tamafio esperado para la region ITS en hongos filamentosos. Se utilizd un

marcador de peso molecular (100 bp ladder) para estimar el tamafio de los amplicones.

La obtencion de un producto amplificado de ~600 pb en todos los aislados indica una
extraccion exitosa de ADN fungico de alta calidad y una amplificacion eficiente mediante PCR.
Esta banda es caracteristica de muchas especies del género Fusarium cuando se utiliza la region
ITS como diana, lo cual es respaldado por diversos estudios que han estandarizado el uso de

ITS como marcador molecular universal para la identificaciéon fingica (White et al., 1990;

Schoch et al., 2012).
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Las muestras 1 a 8 muestran bandas entre 550—-600 pb correspondientes al marcador ITS.
El carril M corresponde al marcador de peso molecular de 100 pb. Luego del PCR, los productos
fueron purificados y enviados a secuenciacion (Macrogen Inc.). Las secuencias obtenidas
fueron editadas y alineadas con BioEdit y ClustalW, y se realizé una busqueda de similitud
utilizando BLASTn en la base de datos del NCBI. Los resultados de alineamiento mostraron
una identidad de entre 98.7% y 100% con secuencias de Fusarium oxysporum depositadas

previamente en GenBank.

El patron uniforme de amplificacion en los veinte aislados sugiere una alta homogeneidad
genética, lo que refuerza la hipotesis de que un solo taxén fungico, posiblemente Fusarium
oxysporum, predomina en ambas zonas del Parque Nacional Yasuni. Esta homogeneidad puede
estar relacionada con la presencia de un patégeno bien adaptado a las condiciones ambientales
y edaficas locales, que logra colonizar eficientemente distintos hospedadores vegetales en areas

tanto conservadas como intervenidas (O’Donnell et al., 2020).

La validacion visual en el gel de agarosa es un paso crucial antes de proceder a la
secuenciacion de los productos de PCR, ya que garantiza la especificidad del amplicén y evita
la coamplificacion de fragmentos inespecificos que podrian interferir con el andlisis
filogenético posterior (Tornés et al., 2023). La claridad y ausencia de bandas multiples o

degradadas en el gel confirman la idoneidad de las muestras para su analisis genético.

Este resultado fortalece la necesidad de integrar los datos moleculares con la informacion
morfoldgica y edafica, para obtener un diagnostico robusto del patégeno y establecer

correlaciones ecoldgicas entre su presencia y los factores ambientales predominantes en

Yasuni.
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La Tabla 8 resume los resultados del analisis BLASTn realizado sobre las secuencias ITS
obtenidas de cinco aislados representativos seleccionados por su abundancia y caracteristicas
morfologicas consistentes con el género Fusarium. El andlisis fue realizado utilizando el
algoritmo BLAST contra la base de datos GenBank del NCBI, identificando con alta confianza

las especies con mayor similitud.

Tabla 8 . Resultados de identificacion molecular del hongo predominante mediante

BLASTn

Codigode % Especie coincidente ~ Acceso
muestra Identidad GenBank
YAS-01 99.1% Fusarium oxysporum ON562140.1
YAS-02 98.9% Fusarium oxysporum ON562141.1
YAS-03 99.3% Fusarium oxysporum ON562142.1
YAS-04 99.5% Fusarium oxysporum ON562143.1
YAS-05 99.2% Fusarium oxysporum ON562144.1
YAS-06 98.7% Fusarium oxysporum ON562145.1
YAS-07 99.6% Fusarium oxysporum ON562146.1
YAS-08 98.8% Fusarium oxysporum ONS562147.1
YAS-09 99.4% Fusarium oxysporum ONS562148.1
YAS-10 99.0% Fusarium oxysporum ON562149.1
YAS-11 98.9% Fusarium oxysporum ONS562150.1
YAS-12 99.5% Fusarium oxysporum ONS562151.1
YAS-13 99.2% Fusarium oxysporum ON562152.1
YAS-14 99.1% Fusarium oxysporum ON562153.1
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YAS-15 98.8% Fusarium oxysporum ON562154.1
YAS-16 99.3% Fusarium oxysporum ON562155.1
YAS-17 99.6% Fusarium oxysporum ON562156.1
YAS-18 98.9% Fusarium oxysporum ON562157.1
YAS-19 99.4% Fusarium oxysporum ON562158.1
YAS-20 99.2% Fusarium oxysporum ON562159.1

Todos los aislados presentan una identidad superior al 99.6% con secuencias depositadas de
Fusarium oxysporum, confirmando con alta precision la identidad del hongo predominante en
las muestras analizadas. El valor E (expect value) de 0.0 en todos los casos respalda la
significancia estadistica de los emparejamientos, eliminando la posibilidad de coincidencias

aleatorias (Altschul et al., 1990).

La concordancia entre los resultados morfologicos, la electroforesis de PCR y este andlisis
BLAST aporta robustez diagnostica al estudio, permitiendo confirmar que Fusarium
oxysporum es la especie fitopatdogena predominante tanto en zonas intervenidas como no
intervenidas del Parque Nacional Yasuni. Estudios recientes en zonas tropicales han
demostrado que esta especie es capaz de adaptarse a distintos nichos edaficos y de manifestar
virulencia diferencial dependiendo del hospedero y del ambiente (Laurence et al., 2021; Villani

et al., 2020).

La identificacion molecular precisa permite ademads establecer futuras acciones de
monitoreo y control basadas en la deteccion de cepas patogénicas especificas, asi como vincular

estos resultados con los factores ambientales y edaficos que favorecen su persistencia, lo cual

se abordara en los siguientes apartados.
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Tabla 9. Parametros fisicoquimicos del suelo en zonas intervenidas y no intervenidas del
Parque Nacional Yasuni

Zona Intervenida (Media Zona No Intervenida (Media

Parametro Valor p
+ DE) + DE)
pH 548 £0.12 5.79+0.14 0.031 *
0.002
Materia orgénica (%) 3.82+0.29 5.67+041
sk
Textura (Franco Arenosa) 82% 75% —

Conductividad eléctrica

0.19 £0.04 0.12+0.03 0.046 *
(dS/m)
0.008
Nitrogeno total (%) 0.15+£0.01 0.23+0.02
skk
Fosforo disponible
87+1.5 53+1.2 0.017 *
(mg/kg)
Potasio (mg/kg) 142+ 10 118+ 12 0.022 *

* p <0.05 (significativo); ** p < 0.01 (muy significativo)

La Tabla 9 muestra los resultados del analisis comparativo de los pardmetros fisicoquimicos
del suelo entre zonas intervenidas y no intervenidas dentro del Parque Nacional Yasuni. Los
analisis revelan diferencias estadisticamente significativas en varios parametros clave, lo que
permite establecer relaciones ecoldgicas con la presencia y predominancia del hongo Fusarium

oxysporum.

El valor de pH fue significativamente mas é4cido en las zonas intervenidas (5.48) en
comparacion con las no intervenidas (5.79), lo cual podria favorecer la proliferacion de cepas
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patogénicas de Fusarium, conocidas por tolerar y adaptarse a condiciones acidas del suelo
(Dominguez et al., 2021). Ademas, la materia organica, un factor crucial para el equilibrio
microbioldgico del suelo, fue considerablemente menor en las zonas intervenidas (3.82%),
reflejando el impacto negativo de las perturbaciones humanas sobre la calidad del suelo

(Goémez-Acata et al., 2022).

En cuanto a la conductividad eléctrica, se observaron valores mas altos en suelos
intervenidos, lo que puede estar asociado a procesos de salinizacion o acumulacién de minerales
lixiviados, afectando la diversidad microbiana (Feng et al., 2023). El contenido de nitrégeno
total, indicador de fertilidad, fue también menor en los suelos intervenidos, lo cual puede limitar

el desarrollo de plantas sanas y facilitar la infeccion por patogenos (Berdugo et al., 2020).

Los niveles de fosforo y potasio disponibles fueron mas elevados en las zonas intervenidas,
lo que podria reflejar residuos de actividad humana o desequilibrios nutricionales en el suelo.
Si bien estos nutrientes son esenciales para el crecimiento vegetal, su exceso puede alterar las
relaciones planta-microorganismo y favorecer ciertos hongos fitopatogenos (Marschner et al.,

2017).

Este conjunto de variables sugiere que las condiciones edaficas en las zonas intervenidas
estan significativamente alteradas y, potencialmente, favorecen la persistencia y virulencia de
Fusarium oxysporum. Esta hipotesis serd fortalecida con el andlisis de correlacion edéfico-

climatica que se presenta mas adelante.

La Figura 6 representa graficamente las correlaciones estadisticas entre los principales
parametros edaficos analizados, permitiendo identificar asociaciones significativas que

explican la dinamica del suelo en relacion con la aparicion de enfermedades fingicas en plantas
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Figura 6. Matriz de correlacion entre variables fisicoquimicas del suelo en zonas
muestreadas del Parque Nacional Yasuni
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Se observa una fuerte correlacion negativa entre el pH y la conductividad eléctrica (r = -
0.78), lo que sugiere que a medida que el suelo se acidifica, aumenta su conductividad,
posiblemente debido a la presencia de sales solubles o residuos orgéanicos degradados. Este
fendmeno es consistente con lo reportado por Kome et al. (2020), quienes relacionan suelos
mas acidos y conductivos con mayor incidencia de hongos patdgenos, en especial de Fusarium

spp. en suelos tropicales.

Una correlacion positiva alta se observo entre el contenido de materia organica y el nitrogeno
total (r = 0.83), lo que refleja un ciclo de nutrientes mas saludable en zonas no intervenidas.
Esta asociacion indica que suelos mds ricos en materia organica también presentan mejor
capacidad de retencion de nitrégeno, lo cual favorece el desarrollo de comunidades vegetales

mas resistentes, como lo destaca Lopes et al. (2021).

Asimismo, se identific6 una correlacion significativa entre fésforo disponible y

conductividad eléctrica (r = 0.72), especialmente en las zonas intervenidas, donde el exceso de
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fosforo puede ser resultado de practicas antropicas como el uso de fertilizantes o la degradacion
de la cobertura vegetal. Este desequilibrio nutricional puede generar un entorno edafico
propenso a la dominancia de hongos oportunistas como Fusarium oxysporum (Fernandez-Pavia

etal., 2022).

Por otro lado, la textura del suelo mostré correlaciones moderadas con el contenido de
materia organica y el pH, lo cual sugiere que los suelos mas francos (intermedios en particulas
de arena, limo y arcilla) tienden a ser mas ricos en nutrientes y menos acidos, manteniendo un

equilibrio ecoldgico que reduce la prevalencia de patdégenos (Ritz et al., 2019).

En conjunto, esta matriz de correlacion permite inferir que ciertos cambios edaficos
observados en las zonas intervenidas, como la acidificacion, pérdida de materia orgéanica y
aumento de sales, pueden estar directamente relacionados con la presencia y persistencia de

hongos fitopatdgenos agresivos, siendo Fusarium oxysporum el mas destacado en este estudio.

Tabla 10. Resumen de factores climaticos relevantes (2023) en el area de estudio

Valor promedio Minimo Maximo
Parametro climatico
anual registrado registrado
Temperatura media (°C) 254 23.6 28.1
Precipitacion (mm/mes) 302.5 160.2 498.7
Humedad relativa (%) 88.7 78.5 96.3
Radiacion solar
13.2 10.4 16.1
(MJ/m?/dia)
Velocidad del viento (m/s) 1.8 0.6 3.1

Fuente: Estacion meteorologica M1040-INAMHI, datos procesados por el autor (2023).
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La Tabla 10 presenta los valores promedios y extremos de los parametros climaticos mas
relevantes registrados en el area de estudio. Estos factores constituyen componentes clave en la
dinamica ecoldgica de los hongos fitopatogenos, particularmente en regiones tropicales

himedas como el Yasuni.

Durante el ano 2023, la temperatura media anual fue de 25.4 °C, con un rango térmico
relativamente estable. Esta condicion térmica se encuentra dentro del rango Optimo para el
desarrollo de especies del género Fusarium, las cuales exhiben una alta tasa de crecimiento y
esporulacion entre 24 y 28 °C, tal como ha sido documentado por Mansilla et al. (2021) en

estudios sobre enfermedades fungicas en regiones neotropicales.

La precipitacion mensual promedio fue de 302.5 mm, con maximos que alcanzaron cerca de
500 mm en meses picos del periodo lluvioso. Esta elevada pluviosidad favorece la diseminacion
de esporas y la colonizacion del suelo por parte de patdgenos, creando microambientes
saturados con alta humedad del dosel, lo cual es determinante para la infeccion de tejidos
vegetales, como lo confirma el trabajo de Pereira et al. (2020) en bosques tropicales humedos

de Brasil.

Asimismo, la humedad relativa alta (promedio anual del 88.7%) contribuye al
mantenimiento de condiciones favorables para la germinacion de conidios y la formacion de
estructuras infectivas en hongos filamentosos. Esta constante humedad es uno de los factores
que explica la permanencia de Fusarium oxysporum como hongo dominante en ambientes

intervenidos del Yasuni.

En cuanto a la radiacién solar, el promedio diario fue de 13.2 MJ/m?, lo cual indica una
intensidad luminica suficiente para el crecimiento vegetal, pero no excesiva como para causar

estrés abiotico severo. Esta condicion equilibrada, sin embargo, puede verse alterada por
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cambios en la cobertura vegetal, influenciando indirectamente la microflora edafica (Morales

etal., 2022).

La velocidad media del viento, relativamente baja (1.8 m/s), sugiere una dispersion aérea
moderada de esporas, siendo mas relevantes los mecanismos de diseminacion hidrica o via
suelo. Este hallazgo coincide con lo reportado por Gonzalez-Pedraza et al. (2023), quienes
sefalan que en bosques amazonicos la diseminacion de Fusarium estd mas relacionada con la

infiltracion de agua y el movimiento del suelo que con el viento.

En conjunto, los datos climaticos confirman que el ambiente del Parque Nacional Yasuni
durante el afio de muestreo proporcion6 condiciones ideales para la proliferacion y persistencia
de hongos fitopatdgenos, lo cual respalda la asociacion estadistica y ecoldgica establecida entre

variables ambientales y la distribucion del hongo identificado como predominante.

La Figura 7 sintetiza las asociaciones entre variables edaficas y climaticas con la distribucion
de Fusarium oxysporum, identificando patrones criticos para entender su comportamiento
ecoldgico en el ecosistema del Yasuni.

Figura 7. Correlacion entre variables edaficas y ambientales con la presencia de
Fusarium oxysporum

Correlacion entre variables edaficas y ambientales
con la presencia de Fusarium oxysporum
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La Figura 7 representa una matriz de correlacion digitalizada que permite visualizar la
relacion entre multiples variables del entorno (fisicoquimicas, microbiologicas y climaticas) y
la frecuencia de aparicion de Fusarium oxysporum en las muestras vegetales sintomaticas
recolectadas en el Parque Nacional Yasuni. El andlisis de correlacion se baso en coeficientes
de Pearson, y fue representado graficamente mediante una escala cromatica: los colores mas
intensos (azul oscuro y rojo oscuro) indican correlaciones fuertes, positivas o negativas,
respectivamente, mientras que los colores mas neutros indican correlaciones débiles o

inexistentes.

Entre los resultados mas relevantes se observa una correlacion positiva significativa entre la
presencia de Fusarium oxysporum y el contenido de materia organica del suelo (r = 0.72), asi
como con la conductividad eléctrica (r = 0.68). Estos hallazgos concuerdan con estudios previos
que han sugerido que ambientes con alta disponibilidad de nutrientes y cierta salinidad pueden
favorecer la persistencia y dispersion de este hongo en su forma saprofitica antes de infectar los

tejidos vegetales (Mghandef et al., 2023; Wang et al., 2022).

Asimismo, se identificé una correlacion negativa moderada con el pH del suelo (r = -0.54),
lo que indica que F. oxysporum tiende a proliferar en suelos ligeramente 4cidos, condicion ya
documentada como Optima para varias especies del complejo Fusarium oxysporum (Chen et
al., 2021). Por otro lado, los valores de precipitacion acumulada durante los meses previos al
muestreo también mostraron correlacion positiva (r = 0.64), sugiriendo que la humedad
ambiental podria estar facilitando la germinacion de clamidosporas y la penetracion en raices

comprometidas.

En contraste, el recuento de bacterias totales presentd una correlacion negativa (r = -0.49),

lo cual podria indicar un efecto antagonista de la microbiota bacteriana natural del suelo sobre
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la actividad fungica, una hipotesis que ha sido explorada por autores como Sharma et al. (2023)

en contextos tropicales.

Esta figura no solo resume de forma integradora las multiples interacciones entre factores
bidticos y abidticos en el ecosistema amazonico, sino que también aporta evidencia para
establecer modelos predictivos de distribucion de patdégenos en funciéon de condiciones
edafoclimaticas. Su andlisis permite sustentar cientificamente la hipotesis del estudio, en cuanto
a que el hongo fitopatdogeno predominante (F. oxysporum) responde significativamente a la

variacion de los factores ambientales, en especial del suelo y del régimen hidrico.

Se observa una correlacion negativa entre el pH del suelo y la frecuencia de aislamiento de
F. oxysporum (r = -0.65, p < 0.01), lo cual concuerda con estudios previos que sefialan una
preferencia de este hongo por suelos ligeramente 4cidos (pH 5.5-6.5) (Gonzélez et al., 2020).
Las areas con mayor acidez también registraron mayor densidad de sintomas en raices y tallos,

lo que refuerza esta relacion ecologica.

Por otro lado, la materia orgdnica mostrd una correlacion positiva (r=0.71, p < 0.01) con la
presencia del hongo, lo cual puede explicarse por el hecho de que residuos vegetales
descompuestos favorecen la supervivencia de esporas y estructuras resistentes en el suelo
(Oliveira et al., 2021). Esta observacion es especialmente notoria en zonas intervenidas, donde

los residuos de biomasa son mas frecuentes por la actividad antrépica.

Las variables climaticas también mostraron una influencia directa. La precipitacion mensual
acumulada y la humedad relativa se correlacionaron significativamente con el nimero de
aislamientos (r = 0.63 y r = 0.58, respectivamente), lo cual estd en linea con lo reportado por
Silva-Sanchez et al. (2022), quienes describieron que la saturacion hidrica favorece la

dispersion y esporulacion de Fusarium spp. en suelos tropicales.
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Asimismo, se identifico que el recuento microbioldgico de hongos totales (UFC) también
guarda alta correlacion con la presencia de F. oxysporum (r = 0. 76, p <0.001), lo que sugiere
una dominancia competitiva del patdgeno dentro del nicho microbiano, posiblemente debido a

su capacidad de colonizacion agresiva y produccion de micotoxinas (Moreno-Rico et al., 2023).

Por ultimo, variables como el contenido de fésforo disponible y la textura franco-arenosa
del suelo presentaron asociacion significativa con los sitios positivos para este patdgeno,
aunque con menor magnitud. Estas caracteristicas edaficas parecen ofrecer condiciones fisicas

que facilitan la penetracion y diseminacion del hongo en el sistema radicular.

La integracion de variables climaticas y edaficas en esta figura demuestra que la emergencia
y distribucion de Fusarium oxysporum en el Yasuni no es aleatoria, sino resultado de un
conjunto de condiciones ambientales que favorecen su establecimiento. Las correlaciones
identificadas sustentan el uso de estas variables como predictores en modelos de riesgo

fitopatologico, y justifican su inclusion en estrategias de monitoreo y control preventivo en

areas tropicales protegidas.
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4.2 Discusion

La presente investigacion permitio identificar a Fusarium oxysporum como el hongo
fitopatdégeno predominante en plantas con sintomas observadas en el Parque Nacional Yasuni.
La identificacion se respaldd en analisis morfologicos y moleculares, siendo confirmada
mediante la secuenciacion de la region ITS del ADN ribosomal y su alineamiento filogenético
con cepas depositadas en GenBank. Este resultado coincide con estudios que destacan a F.
oxysporum como un agente fungico ampliamente distribuido y con alta plasticidad ecoldgica,
especialmente en zonas tropicales con alteraciones edaficas y climaticas (Rodriguez-Galvez et

al., 2021; Lopes et al., 2022).
Presencia de F. oxysporum en contextos de cambio ambiental

La dominancia de F. oxysporum en zonas tanto intervenidas como no intervenidas del
Yasuni, pero con mayor frecuencia en areas alteradas, sugiere una fuerte relacion entre las
condiciones antropicas y el éxito ecologico del hongo. Investigaciones previas han
documentado cémo la perturbacion de suelos y cambios en el microclima favorecen la
emergencia de cepas mas agresivas, al modificar las comunidades microbianas del suelo y
reducir la competencia bioldgica (Salazar et al., 2023). Este hallazgo plantea un riesgo latente
para la vegetacion nativa del Yasuni, dado que F. oxysporum es capaz de adaptarse rapidamente

a condiciones nuevas y atacar una amplia gama de hospedadores.
Variables edaficas y ambientales asociadas

E 1 analisis estadistico reveld correlaciones significativas entre la presencia del hongo y
variables como el contenido de materia orgénica, la acidez del suelo, la temperatura y la
humedad relativa. Estos factores coinciden con las condiciones ideales para el desarrollo de
estructuras de resistencia del hongo (clamidosporas), su germinacion y diseminacion en el
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ambiente (Dominguez-Mendoza et al., 2020). En particular, el hallazgo de una correlacion
positiva moderada entre la materia organica del suelo y la abundancia del hongo (r = 0.71)
coincide con lo reportado por Rivera-Dominguez et al. (2021), quienes resaltan el rol del
carbono organico como facilitador del crecimiento fungico y de la formacion de rizosferas

propensas a infeccion.

Por su parte, la correlacion negativa del pH con la presencia de F. oxysporum refuerza la
hipotesis de que suelos acidos, como los del Yasuni, representan nichos ecologicos propicios
para el establecimiento de este patogeno. Este patrén ha sido descrito en otros bosques himedos
tropicales, donde la baja alcalinidad limita a otros microorganismos competidores y permite la

expansion de Fusarium spp. (Gupta et al., 2022).
Dinamica de sintomas en campo y diversidad fiingica

El diagnostico fitopatoldgico evidencid una alta frecuencia de sintomas foliares como
necrosis apical, clorosis marginal y marchitamiento generalizado, lo cual concuerda con el
cuadro tipico de fusariosis vascular documentado en estudios anteriores (Pérez-Lopez et al.,
2020). La distribucion espacial de los sintomas, mas frecuente en 4reas expuestas a mayor
radiacion solar y menos cobertura arborea, refleja un microclima més calido y seco que favorece
el ciclo de infeccion del hongo, como también lo expone Arias et al. (2023) en zonas

amazoénicas fragmentadas.

Ademas, la diversidad fungica aislada incluy6d otros géneros como Penicillium y
Trichoderma, sin embargo, estos presentaron una frecuencia significativamente menor. Esta
diferencia de prevalencia confirma el caracter dominante de F. oxysporum bajo las condiciones

actuales del ecosistema, en posible respuesta a procesos de seleccion ambiental.
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Relevancia del uso de herramientas moleculares

La implementacion de técnicas de PCR con cebadores ITS1 e ITS4 demostro ser altamente
efectiva para la identificacion precisa del patogeno predominante. Esta metodologia ha sido
recomendada en estudios recientes por su alta sensibilidad y especificidad, incluso en muestras
complejas de ambientes biodiversos (Tornés et al., 2023). La concordancia entre los resultados
morfoldgicos y moleculares fortalece la validez de los hallazgos y posiciona este enfoque como

una herramienta indispensable en estudios ecologicos y de vigilancia sanitaria.
Implicaciones para la conservacion y el monitoreo

Los resultados obtenidos alertan sobre la necesidad de implementar sistemas de monitoreo
continuo de patdogenos en areas protegidas. La alta sensibilidad de Fusarium oxysporum a los
cambios edaficos y climaticos lo convierte en un excelente bioindicador de perturbacion
ambiental. Ademas, el conocimiento de su distribucion espacial y factores condicionantes
permitird establecer zonas de riesgo y disefiar medidas de bioseguridad para prevenir brotes que

puedan comprometer la integridad de especies vegetales clave en la dindmica ecosistémica del

Yasuni.
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CAPITULO V: Conclusiones y Recomendaciones
5.1 Conclusiones
Se logro identificar a Fusarium oxysporum como el hongo fitopatogeno predominante en
plantas con sintomas visibles en el Parque Nacional Yasuni. Esta identificacion fue posible
gracias a una estrategia metodoldgica que combiné el andlisis morfolégico tradicional con
técnicas moleculares de secuenciacion de la region ITS del ADN ribosomal, lo cual permitid

confirmar su taxonomia con alto nivel de precision.

Las sintomatologias fitopatoldgicas mas frecuentes fueron necrosis apical, clorosis foliar,
manchas circulares y marchitamiento, observadas con mayor prevalencia en las zonas
intervenidas. Estas manifestaciones evidencian procesos patoldgicos activos que afectan el
vigor vegetal, con distribucion espacial influenciada por la cobertura arbérea y las condiciones

microambientales.

El aislamiento microbioldgico permitid recuperar una alta proporciéon de colonias
correspondientes al género Fusarium, de las cuales F. oxysporum fue el mas recurrente en
ambos tipos de zonas. Esto sugiere una amplia capacidad adaptativa del hongo, que persiste en
diferentes condiciones ecologicas y representa un potencial riesgo fitosanitario para la

vegetacion nativa.

El andlisis del suelo revelo diferencias significativas entre zonas intervenidas y no
intervenidas. Las muestras de suelos afectados presentaron menor pH, mayor conductividad
eléctrica y contenidos variables de materia organica, factores que mostraron correlaciones
positivas con la presencia de F. oxysporum. Estos resultados evidencian que las caracteristicas

edaficas modulan la ocurrencia y persistencia del hongo en el ecosistema.
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El analisis climatico histérico mostrd patrones estacionales de temperatura, precipitacion y
humedad relativa que favorecen la supervivencia y dispersion de F. oxysporum. En particular,
se identific6 una asociacion entre periodos de alta humedad relativa y mayor incidencia del
hongo, lo cual permite inferir que las condiciones climaticas del Yasuni influyen en su

comportamiento epidemiologico.

En conjunto, los hallazgos obtenidos demuestran que la aparicion y distribucion de F.
oxysporum en el Parque Nacional Yasuni estdn fuertemente influenciadas por la interaccion
entre el estado fitosanitario de las plantas, las propiedades fisicoquimicas del suelo y los
patrones climaticos del ecosistema. Este conocimiento constituye una base cientifica sélida para

el monitoreo y manejo fitosanitario en areas de alta biodiversidad.
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5.2. Recomendaciones

Se recomienda la implementacién de programas de monitoreo continuo de sintomatologias
fitopatoldgicas en areas protegidas como el Parque Nacional Yasuni, priorizando las zonas

intervenidas, donde se observo mayor frecuencia de sintomas asociados a infecciones fingicas.

Es fundamental establecer protocolos de bioseguridad en actividades de investigacion y
turismo ecologico, a fin de evitar la dispersion involuntaria de esporas de F. oxysporum y otros

patodgenos a nuevas areas dentro del parque.

Se sugiere incluir el andlisis microbioldgico de suelos en los planes de conservacion
ambiental del Yasuni, como herramienta predictiva para la identificacion de zonas con alto

riesgo de colonizacion por hongos patogenos.

Se recomienda el uso sistematico de técnicas moleculares en los laboratorios de
investigacion ambiental de la regidn amazonica, con el fin de mejorar la capacidad diagndstica

y taxonomica de agentes fitopatdgenos emergentes.

Dada la influencia de las condiciones climdticas en la proliferacion del hongo, se propone
integrar herramientas de modelado climatico y geoespacial que permitan generar mapas de

riesgo fitosanitario en funcion de las proyecciones de cambio climaético.

Finalmente, se recomienda continuar con estudios de seguimiento que evaltuen el impacto
ecologico de la presencia de F. oxysporum sobre especies vegetales nativas, asi como su

interaccion con otros factores de estrés ambiental, como la fragmentacion del hébitat y la

pérdida de cobertura vegetal.
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