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RESUMEN

El suelo ofrece recursos, microclimas y nutrientes favorables para el crecimiento de
microorganismos como los hongos filamentosos. Uno de los remanentes de Bosque
Seco Tropical en Guayaquil es el Bosque Protector la Prosperina fundamental para la
preservacion de especies y por los servicios ecosistémicos que ofrece. No obstante, no
se han realizado estudios de biodiversidad de hongos filamentosos por lo que existen
limitaciones en torno a su conservacién e investigacion. En consecuencia, surge la
necesidad de determinar la biodiversidad de hongos filamentosos asociados al suelo del
Bosque Protector la Prosperina a través de métodos moleculares para el desarrollo de
estrategias de conservacion, educacion ambiental y productos comerciales. Para ello, se
analizaron muestras de suelo recolectadas en las estaciones Cuevas, Cafas y FCV
durante la época seca. Como resultados, se identificaron 38 especies, en cada estacion
se obtuvieron 16, 16 y 14 respectivamente. En las tres estaciones se encontrd
Aspergillus, Penicillium, Trichoderma y Absidia. También se identifico Fusarium,
Cladosporium, Talaromyces, Curvularia, Humicola, Gongronella, Clonostachys vy
Mariannea. Se criopreservaron un total de 37 cepas de hongos filamentosos en la
Colecciéon de Cultivos Microbianos del CIBE, de las cuales 23 eran especies unicas.
Estos podran investigarse a futuro en las industrias alimentaria, textil, farmaceéutica o
agricola para su aplicacién en torno al desarrollo sostenible. Por ultimo, se disefié una
guia ilustrada de hongos filamentosos como aporte a la educacion ambiental. Ademas,
se establecieron propuestas como un videojuego para nifios y productos comerciales

para el financiamiento a corto plazo para futuros proyectos de investigacion.

Palabras Clave: Hongos filamentosos, identificacion molecular, criopreservacion, ITS,
LSU.



ABSTRACT

The soil offers resources, microclimates and nutrients favorable for the growth of
microorganisms such as filamentous fungi. One of the remnants of the Tropical Dry Forest
in Guayaquil is the Bosque Protector la Prosperina, fundamental for the preservation of
species and for the ecosystem services it offers. However, biodiversity studies of
filamentous fungi have not been carried out in this ecosystem, so there are limitations
regarding their conservation and research. Consequently, there is a need to determine
the biodiversity of filamentous fungi associated with the soil of the Bosque Protector la
Prosperina through molecular methods for the development of conservation strategies,
environmental education and commercial products. Soil samples were collected at
Cuevas, Caias and FCV stations during the dry season and analyzed in the laboratory.
As a result, 38 species were identified, 16, 16 and 14 were obtained at each station,
respectively. In the three stations Aspergillus, Penicillium, Trichoderma and Absidia were
found. Fusarium, Cladosporium, Talaromyces, Curvularia, Humicola, Gongronella,
Clonostachys and Mariannea were also identified. A total of 37 strains corresponding to
23 different species of filamentous fungi were cryopreserved in the CIBE Microbial Culture
Collection. These may be investigated in the future in the food, textile, pharmaceutical or
agricultural industries for their application around sustainable development. Finally, an
illustrated guide to filamentous fungi was designed as a contribution to environmental
education. In addition, proposals such as a children's video game and commercial
products were established for short-term funding for future research projects.

Keywords: Filamentous fungi, molecular identification, cryopreservation, ITS, LSU.
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1.

CAPITULO 1

INTRODUCCION

El suelo es un ambiente que ofrece varios microhdbitats que promueven la
biodiversidad de microorganismos (Pacasa-Quisbert etal., 2017). Entre los
microorganismos que se encuentran en el suelo se pueden encontrar hongos
micorrizicos, hongos ectomicorrizicos, hongos micorrizicos arbusculares, hongos
patdgenos, entre otros (Wang et al., 2021). Estos seres vivos son fundamentales
porque cumplen diferentes roles en el ecosistema; por ejemplo, establecen
relaciones intraespecificas de mutualismo o patogenicidad con otras especies como
plantas o animales que también influyen en la comunidad de especies presentes en
el suelo (Wang et al., 2021).

Los hongos logran habitar este ambiente debido a su alta plasticidad y pueden
cumplir el rol de controladores biologicos, regulares de ecosistemas o
transformadores de compuestos (Gardi et al., 2009). El estudio de las comunidades
de hongos permite identificar el rol de estos microorganismos en la regulacion de la

biodiversidad de plantas y las interacciones con otros seres vivos (Wang et al., 2021).

Adicionalmente, los hongos filamentosos pueden ser empleados en la biotecnologia
fungica porque permiten fomentar la economia circular, mitigar el cambio climético y
generar la produccién sostenible de alimentos, combustibles, textiles, farmacos,
entre otros (Meyer et al.,, 2020). Para ello, se requiere de investigaciones con el
objetivo de determinar la biodiversidad de hongos filamentosos y desarrollar futuros

proyectos en el campo de la investigacion, la conservacion y la educacion ambiental.

Dado lo anterior, en estudios internacionales se utilizan herramientas moleculares
para identificar y describir los organismos encontrados en muestras de suelo
(Miyauchi et al., 2020; Zoll et al., 2016). Los hongos filamentosos dominantes a
escala mundial pertenecen al filo Ascomycota y Basidiomycota aunque existe una
remarcada heterogeneidad entre los ecosistemas forestales debido a las condiciones
del biotopo y la biocenosis correspondiente a cada ambiente (Zhou et al., 2021).



En investigaciones a escala regional se ha determinado que la diversidad de hongos
filamentosos encontrados en el agroecosistema K’iphak’iphani en Bolivia,
corresponde a la division Ascomycota encontrando principalmente Penicillium,
Alternaria, Rhizopus, Mucor, Fusarium y Trichoderma (Pacasa-Quisbert et al., 2017).
Con aquellos proyectos de diversidad es posible encontrar el potencial de los hongos
filamentosos. Tal es el caso de una investigacion en Colombia en la cual se
determind la composicion de hongos filamentosos aislados en suelo contaminado y
se determind que tienen potencial para la biorremediacion debido a su eficiencia en

la degradacion de hidrocarburos de petréleo (Contreras & Carrefio, 2018).

A nivel nacional, se han realizado estudios en la provincia del Azuay en los cuales
se utilizaron técnicas de aislamiento y analisis metagendmico encontrando géneros
representativos como Aspergillus, Penicillium y Trichoderma los cuales variaban
segun el tipo de suelo, las condiciones ambientales y la cobertura vegetal (Delgado,
2017). Ademas, en la misma provincia se realizo el estudio de muestras de suelo de
diferentes pisos altitudinales del Bosque Protector Aguarongo y se identificaron
hongos de los géneros Aspergillus, Trichoderma y Fusarium que fueron conservados

en un cepario bajo condiciones controladas para futuros proyectos (Cabrera, 2017).

A escala local, los estudios sobre la diversidad y composicion de las comunidades
de hongos filamentosos son limitados en los ecosistemas de bosque seco tropical.
En la regiébn costa se han realizado estudios sobre la diversidad de hongos
micorrizicos arbusculares asociados a plantas de cacao que dependen de estos
microorganismos para realizar procesos fisiologicos y desarrollar resiliencia al

cambio global (Astudillo-Echeverria et al., 2019).

No obstante, en el Bosque Protector La Prosperina no se han realizado estudios de
biodiversidad de hongos filamentosos por lo que existen limitaciones en las
investigaciones futuras, politicas de conservacion y estrategias de concientizacion
ciudadana para los habitantes de la ciudad. En funcion a ello, surge la necesidad de
determinar la biodiversidad de hongos filamentosos asociados al suelo del Bosque
Protector la Prosperina a través de métodos moleculares para el desarrollo de

estrategias de conservacion, educacion ambiental y productos comerciales. Ademas,



se desarrollara una guia ilustrada de hongos filamentosos a partir de las fotografias

obtenidas de las especies aisladas.

A continuacion, se describe la necesidad antes identificada y se realiza la justificacion
respectiva referente a los aspectos econdmico, ambiental y cientifico.
Adicionalmente se presenta el marco tedrico, la descripcion de la metodologia, los
resultados obtenidos y las conclusiones del estudio con sus respectivas

recomendaciones finales para futuros estudios.

1.1 Descripcion del problema

El bosque seco de la costa ecuatoriana es un ecosistema amenazado por el
impacto antropogénico debido a las actividades agricolas y comerciales que
se han desarrollado en este territorio (Aguirre & Erazo, 2017). Los estudios
sobre diversidad de hongos filamentosos asociados al suelo de estos bosques
son escasos, por ende, se desconoce cuales son las especies de hongos
filamentosos presente en los bosques secos, especialmente en la ciudad de
Guayaquil. La falta de informacion impide que se establezcan politicas de
conservacion eficaces proteger a las especies que dependen de ellos. Por
otra parte, se desaprovecha el potencial de este recurso biolégico para el
desarrollo de nuevas tecnologias que involucran proyectos cientificos,

econdmicos Y turisticos.
1.2 Justificacion del problema

El presente estudio se encuentra justificado a nivel econémico, social,
ambiental y cientifico. Es un proyecto viable porque se cuenta con los recursos
necesarios y la infraestructura requerida en el Centro de Investigaciones
Biotecnolégicas del Ecuador (CIBE). Ademas, se encuentra alineado al
Objetivo del Desarrollo Sostenible #13 denominado ‘Vida de Ecosistemas
Terrestres’ dado que los hongos filamentosos realizan servicios ecosistémicos

vitales para el desarrollo de otros seres vivos.

En primer lugar, es posible disefiar productos comerciales inspirados en las
especies encontradas para su posterior comercializacion. Lo antes planteado

permitiria obtener fondos para el Bosque Protector La Prosperina y el



financiamiento de otras iniciativas en el Bosque Seco Tropical. Ademas, la
propuesta de una guia ilustrada de hongos filamentosos, el desarrollo de
estrategias de educacidon ambiental y la venta de aquellos productos
comerciales tienen un impacto social porque vinculan a la comunidad con las

especies identificadas.

A nivel ambiental, con el material fotografico obtenido se podria potenciar el
turismo sostenible en el Bosque Protector La Prosperina al dar a conocer
aguellos microorganismos a los senderistas y a la poblacién en general a
través de las redes sociales de esta institucion. Asimismo, gracias al
conocimiento obtenido se podrian establecer estrategias de conservacion
considerando los servicios ecosistémicos que proveen los hongos
filamentosos tanto al Bosque Protector Prosperina como a la ciudad de

Guayaquil.

Por ultimo, el beneficio cientifico estaria relacionado con el estudio de
investigaciones aplicadas relacionadas con la investigacion de metabolitos
secundarios y el uso de los hongos filamentosos en la biotecnologia. En
adiciéon, se ha demostrado el amplio uso de estos microorganismos en la
economia circular y la obtencién de productos sostenibles como alimentos,
combustibles, textiles y materiales para la construccion, el transporte, la

farmacéutica, la agricultura, entre otros (Meyer et al., 2020).
1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Determinar la biodiversidad de hongos filamentosos asociados al suelo del Bosque
Protector la Prosperina a través de métodos moleculares para el desarrollo de estrategias

de conservacion, educacion ambiental y productos comerciales.
1.3.2 Objetivos Especificos

1. ldentificar los hongos filamentosos asociados al suelo del Bosque Protector la
Prosperina a través del analisis molecular de ADN asociados a las regiones ITS y
LSU.



2. Conservar las cepas de los hongos filamentosos aislados a través de la
criopreservacion a -80°C en la Coleccion de Cultivos Microbianos del Centro de
Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador.

3. Disefiar una guia ilustrada de hongos filamentosos asociados al suelo del BPP,
una propuesta de videojuego para nifios y productos comerciales para promover

el vinculo con la sociedad y la comunidad cientifica.
1.4 Marco teorico
1.4.1 Bosque Protector La Prosperina

El Bosque Protector La Prosperina (BPP) se localiza en la zona oeste del
Ecuador en la ciudad de Guayaquil en la provincia del Guayas. Cuenta con
una extension de 332,3 hectareas que corresponden a la Zona Ndcleo 1, la
Zona Nucleo 2 y la Zona de Proteccion Permanente. Este territorio pertenece
a un bosque deciduo de tierras bajas con un rango altitudinal de 0 a 1000

msnm.

El BPP se encuentra rodeada por 5 cuencas hidrograficas y forma parte de la
cordillera Chongon Colonche (Lo6pez etal.,, 2018). En adicion, estos
ecosistemas presentan un clima calido, con temperaturas que oscilan entre 23
— 27 °C. Estas caracteristicas lo clasifican en la categoria de Bosque Seco
Tropical, segun el criterio de Sierra (1999). Esto significa que el BPP es un
area estratégica para la conservacion de la biodiversidad biolégica ya que se
poseen arboles nativos caducifolios dadas las dos temporadas seca y lluviosa
en la region (Quinteros et al., 2010).

Entre los servicios ecosistémicos que provee el BPP se encuentran aquellos
de abastecimiento, soporte, regulacion y culturales (Aguirre-Padilla et al.,
2018). Los servicios de abastecimiento estan vinculados con aquellos
alimentos, agua, maderas, fibras y plantas que podrian emplearse de forma
directa. Asimismo, los servicios de soporte. Ademas, los de regulacion se
encuentran relacionados con la captura del carbono, la regulacién hidrica, la
formacion del suelo, el mantenimiento de la biodiversidad, etc. Por ultimo, los

servicios ecosistémicos culturales se relacionan con el vinculo de la



comunidad con el bosque a través de actividades recreativas al aire libre,

senderismo, entre otros.

Debido a los servicios de abastecimiento que ofrece, este bioma ha sido
explotado de manera no regulada por lo que surge la necesidad de conservar
los valores naturales de estos bosques. Es por ello que, en 2008 se propuso
el Acuerdo Ministerial No. 144 para otorgar la administracion del territorio a la
Escuela Superior Politécnica del Litoral especificamente en el campus

Gustavo Galindo.

En la actualidad, segun el Sistema Nacional de Areas Protegidas del Ecuador
(SNAP), el BPP se considera como una extension territorial en la cual se
encuentran especies vegetales naturales o cultivadas en zonas de dominio
privado o publico que cumplen el rol de preservar el agua, el suelo y la
diversidad biolégica y silvestre segun la Ley Forestal y de Conservacion de
Areas Naturales y Vida Silvestre (Congreso Nacional del Ecuador, 2004)

1.4.2 Los hongos filamentosos

La mayor abundancia de hongos filamentosos se encuentra en las capas
superficiales del suelo donde se poseen recursos disponibles, microclimas
optimos y nutrientes favorables para el crecimiento (Hu et al., 2019). No
obstante, su actividad depende de las caracteristicas climaticas, el tipo de uso

de suelo y las comunidades de plantas (Pacasa-Quisbert et al., 2017).

Los hongos asociados al suelo desempefan funciones importantes en los
ecosistemas como reguladores de los ecosistemas porque son responsables
de la formacion de la estructura del suelo, la modificacion de los habitats y la
regulacion de los procesos en el suelo (Fragc et al., 2018). En adicién, los
hongos pueden tener un rol como simbiontes, saprotrofos o patdégenos
provocando un efecto positivo o antagénico hacia las plantas, animales o

bacterias circundantes (Wang et al., 2021).

Es decir, los hongos pueden actuar como controladores biolégicos porque

pueden regular enfermedades, plagas y el crecimiento de microorganismos



(Qayyum etal.,, 2021; Zeilinger etal., 2016). Asimismo, también tienen
relaciones mutualistas con las plantas porque participan en la fijaciéon del
nitrogeno, la produccion de hormonas, la proteccion contra la sequia, entre

otros (Acosta-Martinez et al., 2007).

A continuacion, se describen los géneros mas representativos de hongos

flamentosos asociados al suelo.

1.4.2.1 Aspergillus
Por lo general, las especies del género Aspergillus, son hongos saprofitos que
se destacan por desempefiar un papel esencial en la degradacién de la
materia organica del suelo y gracias a su capacidad enzimatica se consideran

descomponedores (Romero et al., 2021).

Adicionalmente, este género es uno de los mas abundantes en la naturaleza
y se encuentra en cualquier ambiente (Ramirez-Camejo et al., 2012); en
cuanto a su propagacion, se conoce que se reproduce por conidios cuya
germinacion da origen a las hifas. Para su crecimiento, Aspergillus requiere
de una humedad relativa entre el 70 y 90 %, contenido de agua en la semilla
entre 15y 20 % y un rango de temperatura amplio (O a 45 °C) (Peterson,
2003).

1.4.2.2 Fusarium
El género Fusarium es un grupo enddfito extenso, se encuentran distribuidos
en el suelo y en asociacién con especies vegetales (Wei & Wu, 2020). La gran
mayoria de las especies se consideran saprofitas y son miembros
relativamente abundantes en la microbiota del suelo (Thrane, 2014). Tienen
la capacidad de crecer a 37°C y de sobrevivir por largos periodos en el suelo,
debido a sus estructuras de resistencia denominadas clamidosporas, lo que
vuelve inefectiva la rotacion de cultivos a corto plazo (Pires da Silva et al.,
2014).

1.4.2.3 Penicillium
Son hongos saprofitos pertenecientes al filo Ascomycota vy

macroscopicamente se caracterizan por ser de crecimiento rapido (Asthana &



Kumar, 2018). Posee un metabolismo variado y adaptable que le permite
asimilar la materia organica como fuente de nutriente y producir biomoléculas
de interés como péptidos, antibidticos, antibacterianos, antifingicos, entre
otros (Rabha & Jha, 2018).

Sus colonias al principio son de color blanco, sin embargo, con el tiempo
adquieren color azul verdoso, verde, gris oliva o tonos rosados, con reverso
amarillo cremoso (Mendoza & Espinoza, 2017). La textura puede ser plana,
filamentosa, aterciopelada o algodonosa dependiendo de la especie; ademas
puede presentar gotas de exudado (Mendoza & Espinoza, 2017)..
Microscopicamente presenta hifas hialinas septadas. Los conidiéforos tienen
ramas secundarias, denominadas métulas. Estas son de forma cilindrica, con
paredes lisas y portan de 3 a 6 fialides en forma de matraz; de las cuales
surgen largas cadenas sin ramificar de esporas o conidios formando el

penacho o pincel caracteristico del género (Mendoza & Espinoza, 2017).

1.4.2.4 Trichoderma
Trichoderma es un género de hongos de la familia Hypocreaceae, Es
anaerdbico y un habitante natural del suelo y las diferentes especies se
caracterizan por tener un crecimiento micelial rapido y una abundante
produccion de esporas, que ayuda a la colonizacién de diversos sustratos y
del suelo (Infante et al., 2009). Las especies de este género se conocen por
colonizar paredes, alimentos y plantas por lo cual destacan como agentes de

control biolégico (Metz & Hausladen, 2022).

Adicionalmente, poseen la habilidad para sobrevivir bajo condiciones
ambientales desfavorables, tienen una alta capacidad reproductiva, eficiencia
en la utilizacion de nutrientes, capacidad para modificar la rizosfera, fuerte
agresividad contra hongos fitopatdgenos y eficiencia en promocién del
crecimiento en plantas e induccién de mecanismos de defensa (Sharma et al.,
2022; Vicente et al., 2022).



1.4.2.5 Talaromyces
Este grupo taxondmico comprende los estados teleomorfos del género
Penicillum y se caracteriza por la presencia de ascomas superficiales
globosos y redes densas de hifas (Tranchida et al., 2016). Asimismo, las
especies son reconocidas como saprofitas debido a su rol en la
descomposicion de diversos sustratos (Manoch et al., 2013). Adicionalmente,
algunas especies de Talaromyces producen ascosporas resistentes al calor y

se encuentran adaptados a una amplia variedad de habitats (Pitt, 2014).

1.4.3 Identificacion de hongos filamentosos

Para clasificar los hongos filamentosos encontrados en estudios de
biodiversidad se recomienda el uso de herramientas moleculares.
Actualmente no existe una herramienta Unica para la identificacion de hongos,
aunque el codigo de barras de ADN utilizando el espaciador transcrito interno
(ITS) sigue siendo un primer diagndstico, particularmente en estudios de

metabarcoding (Bellemain et al., 2010; Licking et al., 2020)

La region ITS del ADNr se encuentra en una amplia variedad de eucariotas y
se emplea para el andlisis de relaciones filogenéticas principalmente en
levaduras y hongos (Coleman, 2015). Entre los genes que codifican los ARNr
de la subunidad pequefa (SSU) y la subunidad grande (LSU) para formar los
ribosomas, se encuentra la region de ADNr denominada ITS1 e ITS2 como

indica la Figura 1.1.
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Figura 1.1 Esquema de las regiones de barcoding para el ADN fungico.
Fuente: Hoang y colaboradores (2019).

Dado lo anterior, en estudios moleculares de hongos filamentosos, se

escogen cebadores que tienen como objetivo la secciéon ITS o la LSU para la

amplificacion del ADN mediante la PCR; los primeros cebadores empleados

fueron ITS1 e ITS4 que amplifican las secuencias variables ITS1 e ITS2

(Martin & Rygiewicz

, 2005) (Figura 1.2).

Locus Primer Oligo nucleotides (5-3') Raferance
ITS ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG Ward & Adams (1998)
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al. (1930)
ITS1 TCC GTAGGT GAACCT GCG G White et al. (1920)
ITS1-F CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTAA Gardes & Bruns (1993)
LsU LROR ACCCGCTGAACTTAAGE Vilgalys & Hester (1990)
LRS TCCTGAGGGAAACTTCG
Tua2 Blub2Fd GTBCACCTYCARACCGGYCARTG Woudenberg et al. (2009)
Blub4Rd CCRGAYTGRCCRAARACRAAGTTGTC
Bsens ATCACWCACTCICTIGEGTGGTGG Lesage-Meessen el al. (2011)
Brev CATGAAGAARTGIAGACGIGGEG
ACT ACTS121 ATGTGCAAGGCCGGTTTCG Carbone & Kohn (1999)
ACTTRIr TACGAGTCCTTCTGGCCCAT
CASR GTGAACAATGGATGGACCAGATTCGTCG Daniel et al. (2001), Daniel & Meyer (2003)
CAl4 AACTGGGATGACATGGAGAAGATCTGGE
RFEZ2 fRPBZ-51 GAY GAY MGW GAT CAY TTY GG Liu et al. (1999), Binder & Hibbett (Clark University website)
fRPB2-TcF ATG GGY AAR CAA GCY ATG GG
fRPBE2-TeR CCC ATR GCT TGY TTR CCC AT
TEFta EF1-283F GCY CCY GGH CAY CGT GAY TTY AT Rehner & Buckley (2005)
EF1-1567R ACH GTR CCRATACCACCRATCTT

Figura 1.2 Primers para la amplificacion de ADN en hongos filamentosos.
Fuente: Stielow et al. (2015).

Posteriormente, los productos de la PCR son sometidos a la secuenciacion.

El método de secuenciacién de Sanger fue desarrollado en 1970 empleando

las propiedades de la ADN polinerasa y didesoxinucleétidos marcados con

fluorescencia para generar un cromatograma basado en un patrén de picos
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de fluorescencia mediante la electroforesis de matriz capilar (Deharvengt
et al.,, 2020). Dependiendo de la calidad del ADN secuenciado, aquellos
cromatogramas deben ser procesados para verificar su calidad de manera
manual y posteriormente realizando andlisis bioinformaticos para la

identificacion de las especies.
1.4.4 Métodos de conservacion de hongos filamentosos

El tipo de uso de suelo, la compactacion y la agricultura modifican la diversidad
de plantas y por ende la diversidad de hongos filamentosos (Pacasa-Quisbert
et al., 2017). Es por ello que surge la necesidad de conservar tanto las zonas
de interés como las especies identificadas en los estudios de biodiversidad.
Ademés, la preservacion de los hongos es necesaria para realizar
investigaciones a largo plazo evaluando las cepas sin que estas hayan sufrido

cambios genéticos o patogénicos en el tiempo (Batz et al., 2013).

En algunos basidiomicetos la conservacidbn de especies posee como
desventaja la ausencia de esporas asexuales por lo cual se quiere que el
micelio vegetativo permanezca a condiciones ambientales estables (Zaghi
et al., 2020). No obstante, una de las estrategias aplicadas durante los afos
1980s eran los subcultivos continuos en agar inclinado, sin embargo a través
de estas se pierde la patogenicidad y las propiedades genéticas o fisiologicas
de las cepas (Batz etal., 2013). Ademas, este método da paso a la
contaminacion de los medios por otros microorganismos o acaros (Smith &
Onions, 1994).

En consecuencia, surge la crioconservacion como uno de los métodos mas
confiables para el almacenamiento de los hongos filamentosos por largos
periodos de tiempo (Crahay et al., 2013). Para ello, se requiere del uso de
agentes crioprotectores que controlen el estrés osmatico, los cristales de
hielo, la nucleacién y la muerte celular en los tejidos de interés a pesar de las
tasas de enfriamiento y descongelacion (Jungare et al., 2021). Asimismo, la
temperatura empleada para el almacenamiento es de -80 °C para mantener

las propiedades de los aislados originales (Batz et al., 2013).
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En Ecuador, una de las iniciativas para la conservacién de microorganismos
con potencial para la biotecnologia farmacéutica, agricola y alimentaria es la
Coleccion de Cultivos Microbianos del Centro de Investigaciones
Biotecnolégicas del Ecuador a través de la conservacion en agua, la
conservacion en aceite mineral, la crioconservacion y la liofilizacion para

hongos, levaduras y bacterias (Mariduefia-Zavala et al., 2021).

1.4.5 Los hongos filamentosos y el desarrollo sostenible

Se ha demostrado que los hongos filamentosos poseen mas genes en su
genoma por lo que producen diversos metabolitos secundarios (Soanes et al.,
2008). Es decir, los hongos filamentosos pueden secretar una amplia variedad
de enzimas que les permiten degradar sustratos como celulosa, lignina o

almidones.

Asimismo, estos organismos también pueden producir vitaminas, fibras,
pigmentos y proteinas de interés ya que pueden ser aplicados en la industria
de alimentos, combustibles, transportes, farmacéutica, textiles, entre otros
(Wikandari et al., 2022). En el caso de la industria de los combustibles, los
hongos pueden ser empleados para la produccién de bioetanol y biodiesel de
manera sostenible (Zhao et al., 2011).
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Figura 1.3 Industrias que se benefician de los hongos filamentosos.
Fuente: Meyer y colaboradores (2020).

Existen hongos que son fuente de alimento gracias a sus texturas y su rol
como modificadores de sabor en los alimentos o capacidad para la produccion
de micoproteinas (Meyer et al., 2020). De igual manera, estos organismos
también pueden ser empleados como biomateriales a través de su micelio
mejorando la homogeneidad, la resistencia y la rigidez del material simulando

corchos o0 maderas sintéticas (Appels et al., 2019).

Algunas especies del género Trichoderma pueden ser empleadas para la
produccion de biopesticidas o biofertilizantes debido a la variedad de
metabolitos secundarios que producen con propiedades bioactivas (Vicente
et al., 2022). Respecto al género Penicillium, este ha sido empleado como

promotor de crecimiento vegetal en la agricultura sostenible gracias a sus
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beneficios para solubilizar fosfato, producir sider6foros y regular el crecimiento
vegetal (Altaf et al., 2018).

Asimismo, hongos de los géneros Aspergillus, Alternaria, Phoma y Rhizopus
han tolerado concentraciones de aceites dieléctricos usados y bifenilos
policlorados en suelos contaminados por lo que podrian ser empleados para
la biorremediacion de estos xenobidticos (Garcia etal., 2017).
Adicionalmente, el hongo Talaromyces flavus tiene potencial en la
biorremediacion debido a su tolerancia a bifenilos policlorados (Garcia et al.,
2017).

Algunas especies de Absidia pueden ser empleadas para la biorremediacion
de xenobidticos que poseen lignina, compuestos cloroaromaticos e
hidrocarburos aroméaticos en su composicion (Guiraud et al., 2003). Asimismo,
estos hongos poseen una superficie biolégica extensa y alta reactividad por lo
que realizan la biotransformacion de contaminantes no disponibles para otros

organismos como lo son los metales pesados (Albert et al., 2018).
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CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

2.1 Areade estudio

Como indica la Figura 2.1, se establecieron tres estaciones en la superficie
del Bosque Protector La Prosperina: E1) Albarrada Cuevas; E2) Albarrada
Cuevasy E3) FCV.

BPP ESPOL &

El: Cuevas

E3: FCV

Figura 2.1 Estaciones de muestreo en el Bosque Protector La Prosperina.
Fuente: Autoria propia

2.1.1 Estacion 1; Albarrada Cuevas

Se encuentra ubicada a 127 msnm en el nucleo 1 del BPP, especificamente
en las coordenadas 2°9'23”S y 79°57°47”W. Es una albarrada estacionaria
gue permanece seca durante los meses de junio a noviembre mientras que
entre diciembre y mayo se mantiene con agua debido al aumento de

precipitaciones.

Segun las observaciones realizadas, posee una alta densidad de especies

vegetales herbaceas ubicadas en el centro de la estacion y se visualizaron



lagartijas. Alrededor se ubican especies arbéreas caducifolias que desarrollan

hojas al empezar la temporada lluviosa (Figura 2.2).

Figura 2.2 Estacién 1: Albarrada Cuevas (noviembre, 2021).
Fuente: Autoria propia

2.1.2 Estacion 2: Albarrada Cafas

Se ubica en el ndcleo 1 del BPP a una altitud de 211msnm y sus coordenadas
son 2°9'26”S y 79°57'56”W. Es una albarrada no estacionaria por lo que
permanece con agua durante todo el afio, aunque los niveles de agua

decrecen durante los meses de junio a noviembre.

En sus alrededores, se encuentra una alta densidad de plantas pteridofitas y
gramineas que permanecen con hojas durante todo su ciclo de vida. (Figura
2.3). En consecuencia, existe cobertura de hojarasca en la zona.
Adicionalmente, se registro la presencia de anfibios (Epipedobates machalilla)

y mamiferos como el oso hormiguero Tamandua tetradactyla.

16



Figura 2.3 Estacion 2: Albarrada Cafias (noviembre, 2021).
Fuente: Autoria propia

2.1.3 Estacion 3: FCV

Se ubica en la zona de proteccion permanente del BPP, cerca de la Facultad
de Ciencias de la Vida (FCV) de la Escuela Superior Politécnica del Litoral
(ESPOL). Se encuentra a una altitud de 80 msnm especificamente en las
coordenadas 2°9’10”S y 79°56'23”W.

El suelo es mas compacto que en las otras estaciones y en sus alrededores
se encuentra una alta densidad de especies arboreas y se registra la

presencia de diversos grupos de aves y murciélagos (Figura 2.4).
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Figura 2.4 Estacion 3: FCV (noviembre, 2021).
Fuente: Autoria propia

2.2 Recoleccién de muestras

Las muestras de suelo fueron recolectadas en el mes de noviembre durante
la época de verano. Se utilizd6 un extractor de nucleos para suelos y las
muestras se tomaron a una profundidad de 0 a 25 cm segun el criterio del uso

de suelo por Mendoza & Espinoza (2017).

Figura 2.5 Réplicas (R1, R2, R3) para cada estacion.
Fuente: Autoria propia
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En cada estacion (E1; E2; E3) se recolectaron 3 réplicas (R1; R2; R3) con
equidistancia de 5 metros, para asi una muestra representativa en cada zona
(Figura 2.5). Se pesaron 100 g de suelo por réplica y se almacenaron en
bolsas plasticas con cierre hermético, previamente esterilizadas con radiacion
UV (Figura 2.6)

E1l E2 E3

R1

R2

R3

Figura 2.6 Recoleccion de muestras de suelo por triplicado.
Fuente: Autoria propia

Para cada extracciobn de suelo se emplearon guantes descartables y se
desinfectaron los materiales utilizados sumergiéndolos en una solucién de
hipoclorito de sodio al 10%, con la finalidad de evitar la contaminacion
cruzada. Terminada la recoleccién, las muestras fueron trasladadas en una
nevera portatil el mismo dia para su procesamiento en el laboratorio de
Fitopatologia del CIBE.

2.3 Aislamiento de hongos filamentosos
2.3.1 Diluciones seriadas

Se homogeneizaron las réplicas recolectadas y para cada una de ellas se
pesaron 10 g de suelo. Posteriormente se colocaron en un vaso de

precipitacion con 90 ml de agua peptonada estéril (101) y se agitd la
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suspension hasta visualizar una mezcla homogénea que se dejé reposar

durante 5 minutos para que los sélidos decantaran.

A continuacion, se recolectd una alicuota de 1 ml de esta solucion y se
dispens6 en un tubo Falcon con 9 ml de agua peptonada para preparar la
dilucién 10-2. Se utilizé6 un agitador tipo vortex durante 2 minutos por cada uno
de los tubos. De manera sucesiva se realizaron las diluciones seriadas hasta

obtener la correspondiente a 10 (Figura 2.7).

o > ) VN

Muestra madre
10g de suelo
+

90ml de Agua peptonada

9 mL de agua
peptonada

1:10 1:100 1103 1104

il A R B

Colonies:

l_T_JI_r_J

>300 no se puede <300 si se puede
contar contar

Figura 2.7 Técnica de dilucién seriada para el cultivo de los hongos

filamentosos.
Fuente: Autoria propia

2.3.2 Siembra por agotamiento

Se utiliz6 el medio Agar Papa Dextrosa (PDA), preparado con cloranfenicol
(400 ppm) para evitar el crecimiento bacteriano (Figura 2.8). Para la siembra
por agotamiento se emplearon alicuotas de 1 ml por cada dilucion y con ayuda
de un asa de Drigalsky se extendioé el inoculo por la superficie de acuerdo al
protocolo de Gaddeyya y colaboradores (2012). El ensayo se realiz6 por

duplicado, dando un total de 72 placas Petri que fueron incubadas a 25 °C por
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un total de 7 dias y que fueron revisadas cada 24 horas para la inspeccion del

crecimiento de colonias.

Figura 2.8 Preparacion de placas Petri con PDA para el aislamiento.
Fuente: Autoria propia

2.3.3 Aislamiento de colonias viables

Durante las revisiones diarias, se identifico el crecimiento de las colonias con
la ayuda de un estereoscopio para garantizar que estas se encuentren
distanciadas para los futuros andlisis (Figura 2.9). Se aislé las colonias
conforme a su aparicion principalmente en las placas Petri de las diluciones
102 - 10*.Para ello, se utilizé un bisturi previamente esterilizado con alcohol
para cotar cubos de agar con las hifas méas jovenes del micelio y reinsertarlo

en placas Petri con PDA y cloranfenicol (400ppm).
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Figura 2.9 Vista de las hifas a través de un estereoscopio.
Fuente: Autoria propia

Asimismo, las placas fueron incubadas a 25 °C durante 7 dias en ausencia de
luz y fueron inspeccionadas diariamente para revisar el crecimiento de los

hongos y su viabilidad para la futura purificacion.
Purificacién de hongos filamentosos

Para garantizan la homogeneidad genética de las cepas para su identificacion
molecular, estas se purificaron a través de la técnica de cultivo monospdrico.
Para esto se realizé un lavado del micelio aéreo con 2 ml de agua estéril que

debian cubrir la superficie del micelio.

Se recolecto6 una alicuota de 10 pl de esta solucion y se disperso en una placa
Petri con medio PDA y cloranfenicol (400ppm). Las placas se incubaron a
25°C durante 7 dias en la oscuridad y se inspeccionaron cada 24 horas de
manera continua para observar el crecimiento de las colonias. Este ensayo se
realizd por duplicado con la finalidad de tener una placa para el registro

fotografico y otra para la identificacion molecular.

Registro fotogréfico parala guiailustrada

Una de las estrategias planteadas para la educacién ambiental es la

elaboracion de una guia ilustrada de hongos filamentosos asociados al suelo
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del BPP. Para ello, se tomaron fotografias macroscopicas de los cultivos

purificados de cada estacion (E1; E2; E3) con 7 dias de crecimiento en PDA.

Las placas fueron colocadas en una celda fotogréafica con fondo de color negro
y luces led para que resalten las caracteristicas morfologicas (Figura 2.10).
Con estas fotografias se realizé adicionalmente el disefio de los productos

comerciales y otras estrategias de educacion ambiental.

Figura 2.10 egistro fotogréafico de hongos filamentosos.
Fuente: Autoria propia

2.6 Métodos moleculares previos a la identificacion
2.6.1 Extraccién de ADN

Para la extraccidon se emplearon los cultivos monospodricos con 7 dias de
crecimiento en medio de cultivo PDA. Para cada cepa, se agregaron 30 pl de
NaOH 0,5 M a un tubo Eppendorf con capacidad de 0,2 ml. Se extrajo una
cantidad de micelio del hongo al tubo y se lo trituré con el buffer de extraccion

dejando reposar esta solucién durante 10 minutos.

A continuacion, a cada tubo se agregaron 150 pl de una solucion Tris HCL
100 mM + EDTA 0.5 M, con un pH de 8. Posteriormente, todos los recipientes
fueron llevaron los tubos al termociclador a 95 °C durante 10 minutos.
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Finalmente, se centrifugaron durante 5 min a 15 000 rpm (van Burik et al.,
1998).

2.6.2 Cuantificacion de ADN

Para cuantificar el ADN se utilizd un espectrofotometro NanoDrop 2000c.
Primero, se limpiaron superficies épticas superiores e inferiores del sistema.
Se abrié el software NanoDrop, se selecciond la aplicacién de &acidos
nucleicos y se realiz6 la medicion del blanco. Posterior, se cargd 1ul de ADN.
Se cerré el brazo de palanca, asegurando que el pedestal superior entrara en
contacto con el ADN cargado. A continuacion, se levanté el brazo de palanca
y se limpiaron las superficies Opticas con un pano de laboratorio limpio, seco

y sin pelusa. Se repitid el proceso con cada una de las muestras.
2.6.3 Amplificacion por PCR

Se amplificaron las regiones ITS y LSU para la identificacion de los hongos
flamentosos. Para ITS se utlizaron los cebadores: ITS1-F
(5CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAZ) e ITS4
(5TCCTCCGCTTATTGATATGC?3’), mientras que para LSU se emplearon:
LROR (5’ACCCGCTGAACTTAAGC3’) y LR5 (5 TCCTGAGGGAAACTTCG3))
(Martin & Rygiewicz, 2005),

Las reacciones de PCR se realizaron con un volumen final de 32 pul compuesto
por: 12,72 ul de H20dd, 16pl de 1X Taq polimerasa, 0,64 ul de cada cebador
0,2 uM y 2 ul de ADN. Las condiciones de amplificacion consistieron en una
desnaturalizacion a 95°C durante 10 min, seguido de 35 ciclos de 1 min a
94°C, 2 min a 63 °C y 2 min a 72°C, en base al protocolo de Stielow y
colaboradores (2015).

2.6.4 Electroforesis en gel

Los amplicones obtenidos fueron separados por electroforesis en gel de
agarosa al 2% que se tiiié con SYBR- Safe DNA gel stain. Para correr el gel
se cargaron 2 pl del producto de PCR y 5 pl del ladder, esto en un
amortiguador TAE 1X omitiendo la carga en los pocillos de los extremos para

evitar sesgos. El tamafio de los fragmentos fue verificado por comparacion
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con el marcador de peso molecular con 1000 pares de bases. Las condiciones
en las que se corrio el gel fueron a 150 V durante 40 minutos. Posteriormente
el gel se observo con la ayuda de un transiluminador (trans-UV y epi-white)
con Image Lab™ Software, BIO-RAD.

2.6.5 Secuenciacién Sanger

Al confirmar la presencia y tamafo de los amplicones obtenidos para las
regiones ITS y LSU, se realiz6 nuevamente la cuantificacion de ADN para
obtener una concentracion final de 100 ng/ul (Stielow et al., 2015). De esta
concentracion final, se colocaron 20 pl en una placa que fue enviada a la
empresa Macrogen con sede en Corea del Sur para la secuenciacion de las
muestras a través del método de Sanger (Nilsson et al., 2019), concretamente

el modelo “3730XL” desarrollado por “Applied Biosystems”.

Del proceso de secuenciacion se recibieron 3 tipos de archivos para analizar.

e Archivo de electroferograma de ADN (.abl), contiene un

electroferograma y la secuencia de bases de ADN, incluidos los datos

sin procesar. Para visualizar este tipo de archico se utilizo el software
Geneious.

e Archivo de secuencias con extension (.fasta, .txt), contiene las
secuencias de la region ITS y LSU correspondientes a cada una de las
muestras.

e Archivo de calidad (.qual, .phd.1), en donde se visualizan las
puntuaciones de calidad de cada base de cada una de las secuencias.

2.7 ldentificacion de especies

Para la limpieza de las secuencias se eliminaron los nucleétidos de baja
calidad de los extremos aplicando el software Geneious (Kearse et al., 2012).

Adicionalmente, se descart6 aquellos archivos con menos de 400 pb.

Se realiz6 la comparacion de las secuencias de ADN procesadas con la base
de datos de GenBank, mediante Blastn y Blastx (http://www.ncbi.nim.
nih.gov/BLAST). Empleando Geneious, para cada secuencia se obtuvieron los

primeros 10 hits considerando que exista un porcentaje de identidad mayor al
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98% de acuerdo a lo estipulado por Kdljalg y colaboradores (2013) para el
analisis de unidades taxonémicas operativas empleando las regiones ITS y
LSU.

Posteriormente, se realiz6 la seleccidbn considerando el porcentaje de
identidad, el numero de gaps, el e-value, la longitud de la secuencia, entre
otros. A continuacion, se realiz6 la comparacién de las especies obtenidas con
las fotografias tomadas previamente y con articulos cientificos en los que se
obtuvieran muestras de suelo y se empleara el medio de cultivo PDA para la

comparacion cualitativa.

Luego, se obtuvo un listado de las especies identificadas con su respectivo
cbdigo de acceso a la base de datos de GenBank y estos fueron utilizados

para los siguientes analisis bioinformaticos.

2.8 Andlisis filogenéticos

Teniendo los archivos en formato multi-FASTA para las secuencias ITSy LSU,
se realizaron los arboles filogenéticos utilizando el software Mega X (Kumar
et al., 2018). Se empleo6 el método Maximun Likelihood y se disefiaron arboles
circulares para identificar la relacion evolutiva entre las especies asociadas al
suelo del BPP.

2.9 Criopreservacion

Se siguio el protocolo estipulado por Mariduefia-Zavala y colaboradores
(2021) para la conservacion en la Coleccion de Cultivos Microbianos del CIBE.
Se emplearon 5 tubos de 2 ml con agua y 5 con aceite mineral previamente
rotulados para cada cepa. Cuando el hongo hubiera crecido lo suficiente para
abarcar hasta el 80% de la superficie en la placa Petri, se realizaron cubos
simétricos con bisturis esterilizados para colocar aproximadamente 7 en cada
recipiente. Posteriormente, los tubos de agua fueron colocados a 20 °C

mientras que los de aceite se almacenaron a 80 °C.
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2.10 Consideraciones éticas y legales

Para la recoleccién de muestras se conté con el permiso de la direccion del
BPP. Ademas, al ingresar al CIBE se firmé un compromiso de confidencialidad
respecto a las investigaciones que se realizaban en los laboratorios de

manera simultdnea.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Especies identificadas

Para la identificacion de especies, las secuencias obtenidas por el método de sanger
fueron comparadas con secuencias del GenBank a través de la herramienta
BLASTN, se identificaron los principales hits para los amplicones de ITS y LSU
(Apéndice A y Apéndice B). De estas, se selecciond aquel resultado con mayor
porcentaje de identidad y relacion morfolégica con las fotografias previamente
realizadas y referencias bibliogréaficas. En total se fotografiaron 86 cepas que fueron
analizadas y dieron como resultado un total de 38 especies Unicas de hongos

filamentosos asociados al suelo del BPP.

En la estacion Cuevas se encontraron los siguientes hits con sus respectivos
porcentajes de identidad y codigos de acceso para cada cepa (Tabla 3.1). En total,
se obtuvo un total de 20 cepas y 16 especies Unicas. En donde predomina el género

Aspergillus, seguido de Penicillium.

Tabla 3.1 Especies identificadas en la Estacion Cuevas (E1).

Porcentaje

Fotografia Codigo de Cotgo e Organismo
J identidad
PITS_A01 99.1% MH472977 Aspergillus flavipes

PLSU_BO1 100.0% OL772705.1 Aspergillus neoflavipes



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH472977
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OL772705.1

PLSU_DO1 99.82% HQ646592.1 | Penicillium guttulosum
PITS EO1 99.8% MK690419 Curvularia lunata
PLSU_FO01 100.0% NG 070046.1 Aspergillus keveii
PLSU_HO1 100.0% NG 069830.1 Trichoderma spirale
PLSU_A02 98.95% MH870507.1 Gongronella butleri
PITS_B02 99.8% MW757343 Aspergillus brasiliensis
PLSU_CO02 100.0% 0OL772705.1 | Aspergillus neoflavipes
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HQ646592.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK690419
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_070046.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069830.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH870507.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW757343
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OL772705.1

PLSU_EO02 99.8% NG 069001.1 Penicillium limosum
PLSU_F02 100.0% 0L897074 Talaromyces liani
PLSU_G02 99.64% NG 070044.1 Cladosporium crousii
PLSU HO2 | 99.82% | OL711683.1 psﬁi%%rr?g'm“isae
PLSU_AO03 99.4% MW671548 Absidia sp.
PLSU BO3 | 99.63% | NG 069973.1 Z;'q;';%‘:ﬁém
PLSU_DO03 99.42% NG 069001.1 Penicillium limosum
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OL897074
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_070044.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OL711683.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW671548
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069973.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069001.1

PITS_EO3 100.0% MT074667 Talaromyces flavus
PLSU_F03 99.8% NG 069001.1 Penicillium limosum
PLSU_GO03 99.8% NG 069001.1 Penicillium limosum
PITS_C04 99.19% LT993581.1 Humicola fuscogrisea

Fuente: Autoria propia

Para la estacion Cafas se identificaron 26 cepas de las cuales 16 tuvieron una
identificacion unica, donde predomina el género Trichoderma, seguido de Penicillium

como indica la Tabla 3.2.

Tabla 3.2 Especies identificadas en la Estacion Cafias (E2).

Porcentaje Codido d
7 6digo de
Fotografia Cddigo de J Organismo
acceso
identidad
Purpureocillium
PLSU_EO4 100.0% NG_056277.1
lilacinum
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT074667
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LT993581.1

Purpureocillium

PLSU_F04 99.8% NG_056277.1
lilacinum

PLSU_G04 100.0% MN818596 Curvularia trifolii
PLSU_HO4 100.0% 0L897074 Talaromyces liani
PLSU_AO05 100.0% OL772705.1 | Aspergillus neoflavipes
PITS _BO05 99.8% MW763075 Absidia sp.

Trichoderma
PLSU_CO05 100.0% NG_069973.1

amazonicum

Trichoderma
PLSU_DO5 99.8% NG_069973.1

amazonicum
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW763075

Purpureocillium

PLSU_EO5 100.0% MNO017874
lilacinum

PLSU_GO05 100.0% NG_070052 Aspergillus assiutensis
PITS_AO6 100.0% MH874891 Trichoderma pleuroti
PLSU_BO6 99.64% NG_063999.1 | Penicillium vinaceum

Trichoderma
PLSU_CO06 100.0% NG_069973.1

amazonicum

Trichoderma
PLSU_DO06 99.1% NG_069831.1

tomentosum

Trichoderma
PLSU_BO03 99.63% NG 069973.1

amazonicum
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH874891
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069973.1

PLSU_EO6 99.6% NG_069830 Trichoderma spirale
PLSU_FO06 99,29% NG_064073.1 Penicillium sizovae
PITS_GO06 99.1% MK784067 Trichoderma harzianum

Trichoderma
PLSU_HO06 99.6% NG_069973.1

amazonicum
PLSU_AOQ7 100.0% MG189915.1 Fusarium falciforme
PLSU_DO0O7 99.4% MW671548.1 Absidia sp.

Trichoderma
PLSU_EO7 100.0% NG_069973.1

amazonicum
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK784067

Clonostachys
PLSU_F07 99.6% MH874053.1

rossmaniae
PLSU_GO07 99.29% NG_064073.1 Penicillium sizovae
PLSU_HO7 100.0% NG_069229.1 | Mariannaea humicola
PLSU_A08 100.0% NG_070052.1 | Aspergillus assiutensis

Fuente: Autoria propia

Por ultimo, la estacion FCV presentd un total de 18 cepas identificadas en total y 14
especies unicas. En donde predominan los géneros Penicillium y Aspergillus (Tabla
3.3).

Tabla 3.3 Especies identificadas en la estacién FCV (E3).

Porcentaje codiao de
Fotografia Cddigo de 9 Organismo
. - acceso
identidad
PLSU_CO08 100.0% MH483572 Penicillium rubidurum

35



Cladosporium

PLSU_DO08 99.6% MW791866 cladosporioides
PLSU_EO8 99.8% 0OL711761 Aspergillus keveii
PLSU_F08 99.8% LC573561 Aspergillus aculeatus
PLSU_GO8 | 99.7% MG569562 Cunninghamella
- — echinulata

PLSU_HO08 99.6% MT560198 Purpureocillium sp.
PITS_BO09 100.0% NR 164424.1 Fusarium falciforme
PITS_CO09 99.79% MH856410.1 Penicillium vinaceum
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_164424.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH856410.1

PLSU_DO09 99.5% MH876804 Penicillium shearii
PLSU_EO09 100.0% MT533257 Fusarium solani
PLSU_HO09 99.4% MH877919 Trichoderma erinaceum
PLSU_A10 100.0% MT582790 Penicillium steckii
PITS B10 98.58% KU324795.1 Fusarium solani
PLSU_C10 100.0% MN396388 Aspergillus aculeatus
PITS D10 99.6% MH856410 Penicillium vinaceum
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KU324795.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH856410

PLSU_E10 99.8% NG 063999 Penicillium vinaceum

PLSU_H10 100.0% MK353174 Penicillium citrinum

PITS_Al11 98.38% MIN044891.1 | Absidia caatinguensis

Fuente: Autoria propia

Como se muestra en la Figura 3.1, se realizé el andlisis de los géneros Unicos
identificados con su respectiva frecuencia por estacién. Las principales especies

fueron Penicillium, Aspergillus y Trichoderma en el BPP.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN044891.1
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Figura 3.1 Géneros asociados al suelo del BPP por estacion.
Fuente: Autoria propia

Para la Estacion Cuevas se encontr0 una mayor abundancia de Aspergillus,
Penicillium, Trichoderma y Talaromyces mientras que otros géneros con menor

frecuencia fueron Absidia, Cladosporium, Curvularia, Gongronella y Humicola.

Por otra parte, en la Estacion Cafias ademas de Trichoderma, Aspergillus y
Penicillum se presentaron especies de Talaromyces, Absidia, Fusarium,

Purpureocillium, Curvularia, Clonostachys y Mariannaea con menor frecuencia.

Por ultimo, la Estacion FCV estuvo dominada por Penicillium, Aspergillus y Fusarium,
y en menor proporcion se encontraron especies de Trichoderma, Absidia,

Purpureocillium, Cladosporium y Cunninghamella.

Las tres estaciones poseen géneros diferentes posiblemente debido a las
caracteristicas del suelo y otros factores ambientales como la presencia de agua de
acuerdo a lo estipulado por Buée y colaboradores (2009). Cabe que cada estacion

tuvo sus géneros dominantes lo cual podria estar relacionado con factores biéticos
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como las plantas, animales o microorganismos que cohabitan en el mismo
ecosistema,; y factores abioticos como la precipitacion, la humedad, la temperatura,

el tipo de suelo, entre otros.

3.2 Anadlisis filogenético

Con la ayuda del programa MEGA y de un analisis Maximun Likelihood, se obtuvo el
arbol filogenético de las secuencias analizados. A partir de las especies Unicas
identificadas, se realizo el estudio de la relacidn filogenética segun el gen ITS y se
obtuvo la Figura 3.2. En el apéndice C se puede observar el arbol filogenético de

forma rectangular.

Aspergillus keveii NR 167687 (E1) W -

Talaromycss adpressus (E3) u
xone-s & *
ces 5P
\-a\am“w S\gﬂ A
ces™ L )
1',3\3‘0“‘ @’\\ ‘
§c® NI ® &
v»\"i \@-“5\
Bta‘ﬁe
W
P & |
&f > | .
ks & o & . o “
& F Sy Femme® G Ty Ty
R 2 A ~ m — Q E = Z Y
& & g = & ao 9 2 5, %, >
& & § & L L 5 % 5 % % <
> 5 § & 5 £ 3 3 2 2
& £ F F 5§ 8% 3 x4 T
& s £ s § Z T 5 3% %
e & $ § g g 3 5 B =
& 3 g f 5§ 3 8 % S
o0& F o5 B 2oz 5 00
& S 5 3 @ 3 @ =
A § 4 5 §E £ 2 %
& 5 5 2 3 3
A a 3 5 S ES
7] < _
& 5 % T

Figura 3.2 Arbol filogenético a partir del gen ITS.
Fuente: Autoria propia
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Como se puede observar, los géneros con mayor relacion evolutiva fueron
Aspergillus y Talaromyces. Asimismo, Fusarium y Trichoderma se mantuvieron con
estrecha cercania mientras que Penicillium, Cladosporium y Curvularia estuvieron
como taxones aislados. Ademas, es necesario notar que aquellas especies con el

mismo género o0 con cercania evolutiva poseen morfologias y tonalidades similares

en su micelio aéreo.

A continuacion, se grafico la relacion evolutiva segun el gen LSU y se obtuvo la

Figura 3.3. En el apéndice C se puede observar el arbol filogenético de forma

rectangular.
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Figura 3.3 Arbol filogenético a partir del gen LSU.

Fuente: Autoria propia

Como se puede observar, los géneros con mayor relacion evolutiva fueron
Trichoderma, Aspergillus y Penicillium. Por otro lado, Humicola, Absidia y

Cladosporium se presentaron como taxones aislados.

3.3 Criopreservacion

A continuacion, se muestran las 37 cepas conservadas con su respectivo codigo de
registro, codigo de criopreservacion en la CCM-CIBE y nombre de la especie de

acuerdo a los andlisis bioinformaticos previamente realizados (Tabla 3.4).

Tabla 3.4 Codigos para la criopreservacion en la CCM-CIBE.

Cdbdigo de registro ) Codigo de. i Especie
criopreservacién

PLSU_B0O1 CCM763 Aspergillus neoflavipes
PLSU_DO0O1 CCM768 Penicillium guttulosum
PITS_EO1 CCM724 Curvularia lunata
PLSU_FO1 CCM767 Aspergillus keveii
PITS_HO1 CCM736 Trichoderma spirale
PLSU_A02 CCM746 Gongronella butleri
PLSU_CO02 CCM765 Aspergillus neoflavipes
PITS EO02 CCM731 Penicillium limosum
PLSU_F02 CCM747 Talaromyces liani
PLSU_AOQ03 CCM725 Absidia sp.
PLSU_BO03 CCM727 Trichoderma amazonicum
PLSU_DO03 CCM762 Penicillium limosum
PITS _EO3 CCM759 Talaromyces flavus
PITS_GO03 CCM760 Penicillium limosum
PLSU_EO04 CCM748 Purpureocillium lilacinum
PLSU_G04 CCM745 Curvularia trifolii
PLSU_HO04 CCM721 Talaromyces liani
PLSU_CO05 CCM734 Trichoderma amazonicum
PLSU_EO05 CCM740 Purpureocillium lilacinum
PLSU_A06 CCM741 Trichoderma pleuroti
PLSU_CO06 CCM722 Trichoderma amazonicum
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PITS_EO6 CCM730 Trichoderma spirale
PLSU_HO06 CCM733 Trichoderma amazonicum
PLSU_AQ07 CCM735 Fusarium falciforme
PLSU_FO07 CCM756 Clonostachys rossmaniae
PLSU_HO7 CCM753 Mariannaea humicola
PITS_DO08 CCM738 Cladosporium cladosporioides
PLSU_EO08 CCM757 Aspergillus keveii
PITS B09 CCM729 Fusarium falciforme
PITS _CO09 CCM743 Penicillium vinaceum
PITS E09 CCM739 Fusarium solani
PLSU_HO09 CCM728 Trichoderma erinaceum
PLSU D10 CCM764 Penicillium vinaceum
PLSU_C11 CCM758 Aspergillus germanicus
PLSU E11 CCM750 Penicillium vinaceum

Fuente: Autoria propia

3.4 Propuestas de educacion ambiental
3.4.1 Guiailustrada de hongos filamentosos del BPP.

Se han realizado guias sobre hongos macroscépicos en paises como Argentina
(Romano et al., 2020), México (Barajas, 2015; Gomez & Gomez, 2017), Honduras
(Moréan & Sarmiento, 2005), Chile (Furci, 2018), Europa y Africa (Cortecuisse, 2005),
las guias sobre hongos filamentosos son escasas y se fundamentan en las especies

de importancia clinica (St. Germain & Summerbell, 2015).

Asimismo, en el BPP han surgido iniciativas para la conservacion y la educacion
ambiental. Por ejemplo, se ha implementado la guia de identificacion de aves
realizada por Quintero-Trelles y colaboradores (2017); ademas de que se encuentra
en desarrollo el Catalogo de Mariposas y Polillas del BPP en el que colaboraron
Duenas y Palomeque (2021). No obstante, en el pais no se han realizado textos

educativos dedicados a los hongos filamentosos.

En consecuencia, surge la necesidad de utilizar las fotografias obtenidas para
realizar una guia ilustrada de hongos filamentosos del BPP (Figura 3.4).
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El mundo invisible
del Bosque Protector

la Prosperina

Guia ilu

Figura 3.4 Guia ilustrada de hongos filamentosos del BPP.
Fuente: Autoria propia

La guia contendra informacion general sobre los hongos filamentosos y su
importancia en el desarrollo sostenible. De igual manera, cada especie tendra su
fotografia, clasificacion taxondmica y detalles generales de la especie acerca de su
morfologia, rol en el ecosistema e importancia para la industria en caso de poseerla.
A través de esta iniciativa se vinculara a la poblacion con los hongos filamentosos ya

gue sera de acceso gratuito y libre distribucion.

3.4.2 Videojuego para nifios: “Descubriendo el mundo invisible”

Campo y Dangles (2020) establecen que los videojuegos pueden involucrar a los
jovenes con temas relacionados al desarrollo sostenible. A través de estas
herramientas digitales los nifios son preparados para enfrentar las consecuencias el
cambio climético y establecer cambios en sus vidas y en sus familias (Corner et al.,
2015).

Algunos atributos propuestos por Ouarichi y colaboradores (2019), Dahlstrom (2014)
y Morris y otros (2013) para el desarrollo de estas estrategias son:

e Promover actividades al alcance de los nifios.

e Desafiar al publico objetivo.

e Evitar textos largos y utilizar gréficos novedosos.

e Conectar los aprendizajes con las experiencias personales.
e Promover el desarrollo de los personajes.

e Impulsar el juego a través de la narrativa y el storytelling.
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e Simular la realidad.

Dado lo anterior, otra de las estrategias para el acercamiento con la comunidad es
el desarrollo de recursos digitales para nifios. Se sugiere el desarrollo de un
videojuego didactico titulado ‘Descubriendo el mundo invisible’. Consistird en una
historia a través de la cual los nifios aprenderan sobre los hongos filamentosos para
involucrarlos con la conservacion del medio ambiente, el bosque seco tropical y el
BPP (Figura 3.5).

Bosque Protector
La Prosperina

¢Cual
herramienta

deberia utilizar? Q

Figura 3.5 Videojuego para nios: “Descubriendo el mundo invisible”.
Fuente: Autoria propia

Los nifios tendran el rol de exploradores y cientificos para el analisis de los hongos
filamentosos y la conservacion del bosque. A través de ello realizaran diversas

elecciones, obtendran datos curiosos y construiran su conocimiento.

3.5 Disefio de productos comerciales

El proyecto planteado es viable econdmicamente ya que permite obtener fondos a

ademas de que es tecnoldgicamente factible. A largo plazo, las secuencias genéticas
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y los organismos conservados en la CCM-CIBE podran ser investigados para su

aplicacion practica en las industrias agricola, farmacéutica y textil.

Asimismo, es posible obtener beneficios econdmicos a corto plazo dado que las
fotografias de las especies identificadas podran ser empleadas para el disefio y
produccion de mercaderia (Figura 3.6). Segun Healy (1994), la venta de mercancias
turisticas puede generar beneficios locales gracias a la elaboracion de productos
novedosos, sostenibles y culturalmente aceptables. Ademas, la comercializacion de
este tipo de productos cotidianos permitird vincular al resto de la comunidad con la

conservacion de los hongos filamentosos.

Figura 3.6 Disefio de productos comerciales.
Fuente: Autoria propia
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Gracias a la investigacion realizada se determind la biodiversidad de hongos

filamentosos asociados al suelo del Bosque Protector la Prosperina a través de

métodos moleculares para el desarrollo de estrategias de conservacion, educacion

ambiental y productos comerciales. A continuacion, se muestran las fortalezas y

limitaciones del estudio ademas de las respectivas conclusiones obtenidas:

El proyecto tuvo como limitacion el tiempo de desarrollo ya que fue ejecutado
en un periodo de 4 meses que fue interrumpido por las medidas de
bioseguridad dispuestas por el Centro de Operaciones de Emergencia
Nacional debido a la pandemia por el COVID-19 en Ecuador. No obstante, se
logré ejecutar ya que se tuvieron los recursos necesarios para el analisis de
las tres estaciones. Ademas, entre las fortalezas del proyecto se tuvo el apoyo
del Centro de Investigaciones Biotecnolégicas del Ecuador y el Bosque
Protector la Prosperina.

Respecto al primer objetivo especifico, se identificaron 38 especies Unicas de
hongos filamentosos asociados al suelo del Bosque Protector la Prosperina a
través del analisis molecular de ADN de las regiones ITS y LSU. Se encontrd
gue los géneros mas abundantes en el BPP fueron Aspergillus, Penicillium y
Trichoderma con 9, 9 y 8 especies respectivamente. Ademas, en la estacion
Cuevas se identificaron aquellos géneros acompafados de Cladosporium,
Talaromyces, Absidia, Curvularia, Humicola y Gongronella. En la estacion
Cafas adicionalmente se registraron especies de Talaromyces, Absidia,
Fusarium, Curvularia, Purpureocillium, Clonostachys y Mariannea. Por altimo,
en la estacibn FCV también se presentaron los géneros Cladosporium,
Absidia, Purpureocillium, Cinninghamella y Cladosporium. Adicionalmente, a
pesar de que existen trabajos realizados en la provincia del Azuay para la
identificacion de hongos, el presente proyecto es base para el estudio de la
biodiversidad de hongos filamentosos en los bosques secos tropicales de la

costa ecuatoriana.



Para el segundo objetivo, se criopreservaron un total de 35 cepas y 23
especies Unicas de hongos filamentosos en la Coleccion de Cultivos
Microbianos del CIBE reconocida por el Instituto Nacional de Biodiversidad. De
esta manera, los tejidos seran conservados sin que su composicion genética
0 su actividad se vea modificada por los subcultivos continuos en agar.
Adicionalmente, a partir de estos tejidos se podran establecer investigaciones
a futuro para la busqueda de enzimas o metabolitos secundarios de interés en
la biotecnologia y el desarrollo sostenible.

En respuesta al tercer objetivo, se propusieron estrategias de conservacion,
educacién ambiental y productos comerciales inspirados en las especies de
hongos filamentosos asociados al suelo del Bosque Protector Prosperina.
Respecto a la conservacion, se realizé la criopreservacion de los hongos y se
entregaron las secuencias de ADN al CIBE para la ejecucion de futuros
proyectos. Ademas, se disefiaron propuestas de educaciéon ambiental como
una guia ilustrada de hongos filamentosos para la poblacién en general y un
videojuego para nifios. Por ultimo, se esbozaron productos comerciales que
podrian ser comercializados por el BPP para la obtencion de financiamiento a
corto plazo. En consecuencia, a partir de las propuestas planteadas se
obtendra el vinculo con la sociedad y con la comunidad cientifica ademas de
beneficios econémicos para futuros estudios en el bosque seco tropical.

Recomendaciones

Establecer puntos de muestreo en la zona 2 del Bosque Protector Prosperina
durante la época lluviosa principalmente para las areas que permanecen sin
agua el resto del afilo. También se sugiere estudiar aquellas estaciones con
menor intervencion humana a mas de 250 msnm.

Desarrollar estudios de ADN ambiental utilizando métodos de secuenciacion
de nueva generacion para la identificacién de especies no cultivables en el
laboratorio.

Analizar el gremio ecoldgico al que pertenecen las especies a través de los
andlisis bioinformaticos con herramientas como FUNGuild y experimentos

adicionales en el laboratorio.
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Realizar ensayos de laboratorio para identificar especies para las industrias
textil, farmacéutica, de alimentos y la biotecnologia agricola. Ademas,
implementar experimentos para el descubrimiento de metabolitos de interés
gue puedan ser empleados en la degradacién de contaminantes como metales

pesados, tintes industriales, hidrocarburos aromaticos policiclicos, entre otros.
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APENDICE A

Hits para el gen ITS

Estacion Cuevas.

Cdédigo Porcentaje Codigo de Género Especie
de identidad acceso

PITS_A01 99.1% MH472977 Aspergillus Aspergillus flavipes
PITS BO1 98.9% KT221879 Aspergillus Aspergillus ardalensis
PITS EO1 99.8% MK690419 Curvularia Curvularia lunata
PITS_FO1 99.8% KC426999 Aspergillus Aspergillus keveii
PITS_HO1 99.6% KM011996 Trichoderma Trichoderma spirale
PITS B02 99.8% MW757343 Aspergillus Aspergillus brasiliensis
PITS_EO2 99.8% MT510010 Penicillium Penicillium janthinellum
PITS_FO02 99.4% MW820291 Talaromyces Talaromyces sp.
PITS_G02 99.6% MH884095 Cladosporium Cladosporium sp.
PITS_B03 98.7% MK139981 Trichoderma Trichoderma sp.
PITS EO03 100.0% MT074667 Talaromyces Talaromyces flavus
PITS_FO03 99.4% MZ701978 Penicillium Penicillium ochrochloron
PITS_GO03 99.8% MT510010 Penicillium Penicillium janthinellum
PITS_HO3 99.2% MG847354 Curvularia Curvularia kusanoi
PITS _C04 99.19% LT993581.1 Humicola Humicola fuscogrisea
PITS_DO04 100.0% NR 167687.1 Aspergillus Aspergillus keveii

Fuente: Autoria propia



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH472977
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT221879
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK690419
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KC426999
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KM011996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW757343
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT510010
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW820291
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH884095
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK139981
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT074667
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MZ701978
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT510010
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MG847354
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LT993581.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_167687.1

Estacion Cafas.

Cédigo Porcentaje Codigo de Género Especie
de identidad acceso

PITS _HO4 100.0% MH325927 Talaromyces Talaromyces sp.
PITS_B05 99.8% MW763075 Absidia Absidia sp.
PITS_CO05 99.6% MK870544 Trichoderma Trichoderma sp.
PITS_DO05 99.8% MK870544 Trichoderma Trichoderma sp.
PITS_GO05 99.0% OL711838 Aspergillus Aspergillus floridensis
PITS_A06 100.0% MH874891 Trichoderma Trichoderma pleuroti
PITS_B06 98.4% HQ608058 Penicillium Penicillium rubidurum
PITS_EO06 99.8% KY767640 Trichoderma Trichoderma saturnisporum
PITS_GO06 99.1% MK784067 Trichoderma Trichoderma harzianum
PITS_HO6 99.1% MK139981 Trichoderma Trichoderma sp.
PITS_A07 99.10% NG _063999.1 Penicillium Penicillium vinaceum
PITS_EO7 100.0% NR 154574.1 Trichoderma Trichoderma breve
PITS_A08 99,81% OL711726.1 Aspergillus Aspergillus uvarum

Fuente: Autoria propia



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH325927
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW763075
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK870544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK870544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OL711838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH874891
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HQ608058
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KY767640
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK784067
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK139981
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_063999.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_154574.1

Estacion FCV.

Cddigo Porcentaje Codigo de Género Especie
de identidad acceso

PITS _BO08 99.6% NR_167687.1 Aspergillus Aspergillus keveii
PITS _CO08 99.6% AF033461 Penicillium Penicillium vinaceum
PITS_DO08 99.2% MH864840.1 Cladosporium Cladosporium tenuissimum
PITS_EO8 99.6% NR 167687.1 Aspergillus Aspergillus keveii
PITS FO8 98.9% NR_138279.1 Aspergillus Aspergillus brunneoviolaceus
PITS_A09 100.0% NG_070052 Aspergillus Aspergillus assiutensis
PITS_B09 100.0% NR_164424.1 Fusarium Fusarium falciforme
PITS CO09 99.79% MH856410.1 Penicillium Penicillium vinaceum
PITS_DO09 98.7% MN427870 Penicillium Penicillium shearii
PITS_EO09 99.8% EF483928 Fusarium Fusarium solani
PITS B10 98.58% KU324795.1 Fusarium Fusarium solani
PITS_C10 99.2% OM218666 Aspergillus Aspergillus aculeatus
PITS_D10 99.6% MH856410 Penicillium Penicillium vinaceum
PITS_E10 99.8% MH856410 Penicillium Penicillium vinaceum
PITS H10 99.79% MW325183.1 Curvularia Curvularia petersonii
PITS All 98.38% MN044891.1 Absidia Absidia caatinguensis
PITS _C11 100.0% MT328520.1 Aspergillus Aspergillus ustus
PITS E11 99.19% KU866657.1 Talaromyces Talaromyces adpressus

Fuente: Autoria propia



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_167687.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF033461
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_167687.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_138279.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_070052
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_164424.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH856410.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN427870
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EF483928
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KU324795.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OM218666
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH856410
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH856410
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW325183.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN044891.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT328520.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KU866657.1

APENDICE B
Hits para el gen LSU

Estacion Cuevas.

Caédigo Po-rcent.aje Codigo de Género Especie
de identidad acceso

PLSU_A01 98.7% EF669600 Aspergillus Aspergillus flavipes
PLSU_BO1 100.0% OL772705.1 Aspergillus Aspergillus neoflavipes
PLSU_CO01 100.0% NG 069001.1 Penicillium Penicillium limosum
PLSU_DO01 99.82% HOQ646592.1 Penicillium Penicillium guttulosum
PLSU_EO1 100% MH260290.1 Curvularia Curvularia xishuangbannaensis
PLSU_FO1 100.0% NG 070046.1 Aspergillus Aspergillus keveii
PLSU_HO1 100.0% NG 069830.1 | Trichoderma Trichoderma spirale
PLSU_AO02 98.95% MH870507.1 Gongronella Gongronella butleri
PLSU_BO02 100.0% NG _069877.1 Aspergillus Aspergillus costaricensis
PLSU_CO02 100.0% OL772705.1 Aspergillus Aspergillus neoflavipes
PLSU_E02 99.8% NG_069001.1 Penicillium Penicillium limosum
PLSU_F02 100.0% OL897074 Talaromyces Talaromyces liani
PLSU_G02 99.64% NG_070044.1 | Cladosporium Cladosporium crousii
PLSU_HO02 09.82% OL711683.1 Aspergillus Aspergillus pseudonomiae
PLSU_AO03 99.4% MW671548 Absidia Absidia sp.
PLSU_BO03 99.63% NG 069973.1 | Trichoderma Trichoderma amazonicum
PLSU_DO3 09.42% NG_069001.1 Penicillium Penicillium limosum
PLSU_EO03 100.0% MH870315.1 Aspergillus Aspergillus cremeus
PLSU_F03 99.8% NG 069001.1 Penicillium Penicillium limosum
PLSU_GO03 99.8% NG _069001.1 Penicillium Penicillium limosum
PLSU_B04 99.1% NG 069273.1 | Subramaniula Subramaniula thielavioides
PLSU_CO04 99,08% KP336838.1 Chaetomium Chaetomium laterale
PLSU_DO04 100.0% NG _069767.1 Aspergillus Aspergillus pseudodeflectus

Fuente: Autoria propia



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EF669600
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OL772705.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HQ646592.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH260290.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_070046.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069830.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH870507.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069877.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OL772705.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OL897074
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_070044.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OL711683.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW671548
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069973.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH870315.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069001.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069273.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KP336838.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069767.1

Estacion Cafas.

Cddigo Porcentaje Codigo de Género Especie
de identidad acceso

PLSU_EO04 100.0% NG _056277.1 | Purpureocillium Purpureocillium lilacinum
PLSU_F04 99.8% NG _056277.1 | Purpureocillium Purpureocillium lilacinum
PLSU_EO04 100.0% MT560198 Purpureocillium Purpureocillium sp.
PLSU_GO04 100.0% MN818596 Curvularia Curvularia trifolii
PLSU_HO04 100.0% 0OL897074 Talaromyces Talaromyces liani
PLSU_AO05 100.0% OL772705.1 Aspergillus Aspergillus neoflavipes
PLSU_BO5 99.85% MW762874.1 Absidia sp. Absidia sp.
PLSU_CO05 100.0% NG 069973.1 Trichoderma Trichoderma amazonicum
PLSU_DO05 99.8% NG 069973.1 Trichoderma Trichoderma amazonicum
PLSU_EO05 100.0% MNOQ017874 Purpureocillium Purpureocillium lilacinum
PLSU_GO05 100.0% NG_070052 Aspergillus Aspergillus assiutensis
PLSU_A06 99.46% MG189926.1 Fusarium Fusarium tonkinense
PLSU_BO06 99.64% NG 063999.1 Penicillium Penicillium vinaceum
PLSU_CO06 100.0% NG _069973.1 Trichoderma Trichoderma amazonicum
PLSU_DO06 99.1% NG 069831.1 Trichoderma Trichoderma tomentosum
PLSU_EO06 99.6% NG_069830 Trichoderma Trichoderma spirale
PLSU_F06 99,29% NG 064073.1 Penicillium Penicillium sizovae
PLSU_GO06 99.8% NG 069973.1 Trichoderma Trichoderma amazonicum
PLSU_HO06 99.6% NG 069973.1 Trichoderma Trichoderma amazonicum
PLSU_AO07 100.0% MG189915.1 Fusarium Fusarium falciforme
PLSU_DO7 99.4% MW671548.1 Absidia Absidia sp.
PLSU_EO7 100.0% NG 069973.1 Trichoderma Trichoderma amazonicum
PLSU_F07 99.6% MH874053.1 Clonostachys Clonostachys rossmaniae
PLSU_GO07 99.29% NG 064073.1 Penicillium Penicillium sizovae
PLSU_HO7 100.0% NG 069229.1 Mariannaea Mariannaea humicola
PLSU_AOQ08 100.0% NG 070052.1 Aspergillus Aspergillus assiutensis

Fuente: Autoria propia



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_056277.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_056277.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT560198
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN818596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OL897074
https://espolec.sharepoint.com/sites/MateriaIntegradora640/Documentos%20compartidos/General/Formato%20materia%20integradora/OL772705.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW762874.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069973.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069973.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN017874
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_070052
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MG189926.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_063999.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069973.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069831.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069830
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069973.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069973.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MG189915.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW671548.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069973.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_064073.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_069229.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_070052.1

Estacion FCV.

Caddigo Porcentaje Codigo de Género Especie
de identidad acceso

PLSU_BO08 100.0% OL711761 Aspergillus Aspergillus keveii
PLSU_Co08 100.0% MH483572 Penicillium Penicillium rubidurum
PLSU_DO08 99.6% MW791866 Cladosporium Cladosporium cladosporioides
PLSU_EO08 99.8% OL711761 Aspergillus Aspergillus keveii
PLSU_F08 99.8% LC573561 Aspergillus Aspergillus aculeatus
PLSU_GO08 99.7% MG569562 Cunninghamella Cunninghamella echinulata
PLSU_HO08 99.6% MT560198 Purpureocillium Purpureocillium sp.
PLSU_A09 100.0% EF669595 Aspergillus Aspergillus polyporicola
PLSU_CO09 99.6% NG 063999 Penicillium Penicillium vinaceum
PLSU_DO09 99.5% MH876804 Penicillium Penicillium shearii
PLSU_E09 100.0% MT533257 Fusarium Fusarium solani
PLSU_HO09 99.4% MH877919 Trichoderma Trichoderma erinaceum
PLSU_A10 100.0% MT582790 Penicillium Penicillium steckii
PLSU_C10 100.0% MN396388 Aspergillus Aspergillus aculeatus
PLSU_D10 99.6% NG 063999 Penicillium Penicillium vinaceum
PLSU_E10 99.8% NG 063999 Penicillium Penicillium vinaceum
PLSU_F10 99.6% MT582790 Penicillium Penicillium steckii
PLSU_H10 100.0% MK353174 Penicillium Penicillium citrinum
PLSU_A11 99.4% MWG671548 Absidia Absidia sp.
PLSU B11 99.8% NG 075152.1 Humicola Humicola floriformis
PLSU_C11 99.8% OL711794 Aspergillus Aspergillus germanicus
PLSU E11 100.0% MH876987 Talaromyces Talaromyces funiculosus

Fuente: Autoria propia



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OL711761
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH483572
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW791866
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OL711761
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LC573561
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MG569562
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT560198
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EF669595
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_063999.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH876804
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT533257
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH877919
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT582790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN396388
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_063999.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_063999.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT582790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK353174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MW671548.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_075152.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OL711794
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH876987

APENDICE C

Arboles filogenéticos

Arbol obtenido a partir del gen ITS

Q0
50

S0

a0

&0

100

100
100

100
100

100 I:

60

100

Trichoderma harzianum T-H5 (E2)
Trichoderma breve (E2)
Trichoderma sp. 5HPP1 (E2)
Trichoderma sp. (E1)

Trichoderma sp. SDAS203315 (E2)
Trichoderma sp. (E2)

Trichoderma spirale (E1)
Trichoderma saturnisporum (E2)
Fusarium solani MR38-1 (E3)
Fusarium solani (E3)

Fusarium falciforme CBS 475.67 (E3)
Triangularia longicaudata CBS 971.73 (E:
Humicola fuscogrisea (E1)
Trichoderma pleuroti (E2)
Penicillium vinaceum (E2)
Aspergillus assiutensis (E3)

Absidia sp. DXL-2021a (E2)

Absidia caatinguensis (E3)
Gongronella butleri (E1)

Curvularia lunata (E1)

Curvularia petersonii (E3)

Curvularia kusanoi (E1)
Cladosporium tenuissimum (E3)
Cladosporium ramotenellum (E1)
Penicillium shearii HBMT (E3)
Penicillium ochrochloron (E1)
Penicillium janthinellum (E1)
Penicillium rubidurum (E2)
Penicillium vinaceum NRRL 739 (E3)
Penicillium vinaceum CBS 389.48 (E3)
Aspergillus flavipes (E1)

Aspergillus ardalensis (E1)
Talaromyces sp. (E1}

Talaromyces flavus (E1)
Talaromyces sp. NKDMZ-5 (E2)
Talaromyces adpressus (E3)
Aspergillus keveii NR 167687 (E1)
Aspergillus ustus (E3)

Aspergillus keveii (E1)

Aspergillus keveii NR 167687 (E3)(2)
Aspergillus keveii NR 167687 (E3)
Aspergillus brasiliensis (E1)
Aspergillus uvarum (E2)

Aspergillus brunneoviolaceus (E3)
Aspergillus aculeatus (E3)
Aspergillus floridensis (E2)



Arbol obtenido a partir del gen LSU

so - M Fusarium falciforme (E2)
80 /L W Fusarium solani (E3)

@ M Fusarium falciforme (E3)
o [l Fusarium solani-melongenae (E3)
® B Fusarium tonkinense (E2)
B Mariannaea humicola (E2)
ol B Clonostachys rossmaniae (E2)

100 - Trichoderma amazonicum (E1)
Bl Trichoderma amazonicum CBS 126898 (E2)
so|r [l Trichoderma spirale (E1)
oo |- M Trichoderma spirale (E2)
B Trichoderma tomentosum (E2)
M Trichoderma erinaceum (E3)
100 M Purpureociliium lilacinum (E2)(2)
00 B Purpureociliium lilacinum (E2)
s0 - W Purpureocilium sp. (E3)
Bl Cercophora mirabilis (E3)
[l Pseudothielavia terricola (E1)
[l Subramaniula thielavioides (E1)
100 Il Chaetomium laterale (E1)
7 |- I Humicola fuscoatra var. fuscoatra (E3)
so - M Humicola floriformis (E3)
Il Cunninghamella binariae (E1)
70 [l Cunninghamella echinulata (E3)
M Absidia sp. DXL-2021a (E2)
W Absidia sp. TZ-2020c (E2)
wo | I Absidia sp. TZ-2020c (E1)
so - [l Absidia sp. TZ-2020c (E3)
[ [l Cladosporium crousii (E1)
w0 - [l Cladosporium cladosporicides (E3)
100 Bl Neopyrenochaeta sp. (E3)
oo | M Curvularia xishuangbannaensis (E1)
wo - [l Curvularia nicotiae (E2)
Il Talaromyces funiculosus (E3)

100

W Aspergillus cremeus (E1)

W Aspergillus cremeus CBS 477 65 (E2)

B Penicilium sizovae (E2)

Bl Penicillium sizovae (E2)(2)

W Penicillium steckii (E3)

W Penicillium steckii DUCC5750 (E3)

B Penicillium shearii (E3)

B Penicilium citrinum (E3)

W Penicillium limosum (E1)

M Penicillium limosum (E1)(2)

M Penicillium guttulosum (E1)

B Penicillium vinaceum (E2)

B Penicilium vinaceum (E3)

W Penicillium rubidurum (E3)

Hl Penicillium vinaceum (E3)(2)

100 [l Aspergillus polyporicola (E3)
W Aspergillus flavipes NRRL 4263 (E1)
B Aspergillus neoflavipes (E1)
M Aspergillus neoflavipes CBS 260 73 (E1)
Bl Aspergillus neoflavipes CBS 260 73 (E2)

s0 r [l Aspergillus costaricensis (E1)

Bl Aspergillus pseudonomiae (E1)

B Aspergillus aculeatus (E3)(2)

l Aspergillus aculeatus (E3)

80

wo + [l Aspergillus assiutensis (E2)
B Aspergillus assiutensis (E2)(2)
M Aspergilus asper (E1)
B Aspergillus pseudodeflectus (E1)
l Aspergillus keveii OL711761 (E3)
[l Aspergillus keveii CBS 209 92 (E3)
M Aspergillus germanicus (E3)




APENDICE C

Registro fotografico Hongos filamentosos identificados

Hongos filamentosos en medio PDA con 7 dias de crecimiento

Anverso Reverso Organismo

Aspergillus flavipes

Aspergillus neoflavipes

Penicillium guttulosum

Curvularia lunata

Aspergillus keveii




Trichoderma spirale

Gongronella butleri

Aspergillus brasiliensis

Penicillium limosum

Talaromyces liani

Cladosporium crousii

Aspergillus pseudonomiae




Absidia sp.

Trichoderma amazonicum

Talaromyces flavus

Humicola fuscogrisea

Purpureocillium lilacinum

Curvularia trifolii

Aspergillus assiutensis




Trichoderma pleuroti

Penicillium vinaceum

Trichoderma tomentosum

Penicillium sizovae

Trichoderma harzianum

Fusarium falciforme




Clonostachys

rossmaniae

Mariannaea humicola

Penicillium rubidurum

Cladosporium

cladosporioides

Cunninghamella

echinulata

Trichoderma erinaceum

Penicillium steckii

Absidia caatinguensis
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