
l/c 11- Fc
A^*lu*tl-*
Q ?',ll
c.l

FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE CHILE

Aislamiento e identificación de
semiárido para la construcción

hongos de suelo
de comunidades

láDE cNkF- '+-

;@?
tou"ú

fúngicas experimentales

Seminario de Título

entregado a la

Universidad de Chile

en cumplimiento parcial de los requisitos

para optar al título de

INGENIERO EN BIOTECNOLOGÍA MOLECULAR

ENRIQUE IGNACIO ROJAS GONZALEZ

Abril 2013

Santiago-Chile

Directo(a) del Seminario de Título: Dra MARGARITA CARU

Co-Director(a) del Seminario de Título Dra JULIETA ORLANDO



ESCUELA DE PREGRADO.FACULTAD DE CIENCIAS-UNIVERSIDAD DE CHILE

INFORME DE APROBACIÓN SEMINARIO DE TíTULO

Se informa a la Escuela de Pregrado de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Chile que el Seminario de Título, presentado por el Sr. Enrique lgnacio Rojas
González.

"Aislam¡ento e identificación de hongos de suelo semiárido para la construcción
de comunidades fúngicas exper¡mentales"

Ha sido aprobado por la Com¡sión de Evaluación, en cumplim¡ento parcial de los
reqLrisitos para optar al Titulo de lngeniero en Biotecnologia Molecular.

Dra. Margarita Carú
Co-Directora Seminario de Título

Dn. Julieta Orlando
Co-D¡rectora Seminario de Título

Comisión de Evaluación

Dn. lnmaculada Vaca
Presidente Comisión

Dra. Jennifer Alcaíno
Evaluador

¡i'«-ro/rgc¡J m-tt"i:

i-"F**I oEcD

Santiago de Chile,



óo'D
§r-*-.* 9-(J blDr.lv r "-" >
S ceHrR¡l '

!:oec¡9

Dedicado a m¡ fam¡lia por todo su apoyo



lno 
ot ot\

tilz-rg BTBLTOTECA 

=} CENTRAL á**
(o..*'9

AGRADECIMIENTOS

En primer lugar quiero agradecer a rnis padres por todo su esfueTzo y sacrificio a
pesar de todas las adversidades, para permitirme surgir en la vida, desarroilar mis

estudios y lograr llegar hasta este punto. Gracias a ellos estoy donde estoy.

Le agradezco a la profe IVlargarita Carú por permitirme trabajar en su laboratorio y de

entregarme su confianza para poder realizar este trabajo, el cual al comienzo no

conocía del todo bien, pero que al ir desarrollándolo fui descubriendo lo mucho que me

gustaba Agradezco también a mi co-directora de tesis, Julieta Orlando, por todo el

tiempo y paciencia que tuvo cada vez que necesilé su apoyo, siempre mostrándose

dispuesta a ayudarme, tanto en el desarrollo de mi tesis como también en actividades

co m plemen ta rias.

Quiero agradecer también a todos los miembros del laboratorio con los que pasé a

diario muy buenos momentos. Agradezco ¡a Juanita por su apoyo y buena onda, a la

Vale y a la Clari por su ayuda en los experimentos de mi tesis. a la Catalina por

siempre estar dispuesta a ayudarme cuando lo necesité. al Gabriel por sus consejos

fúngicos, al Diego por los part¡dos, a Felipe por ayudarme en mis primeros pasos en el

laboratorio, a la Merly por ayudarme también en este tiempo, y a la Araceli y a mis

compañeras nuevas Cam¡la y Lauri por su gran simpatia. No me puedo olvldar de mis

grandes compañeros que ya no están en el laboratorio, como la Lía, la Cami Saldias, el

José, la Caro, el Ricardo y la Made por ser grandes personas con los que la pasé muy

bien.

Por último Quiero agradecer a mis compañeros y amigos de Carrera que me

acompañaron en este difícil camino universitar¡o y con los que pasé momentos

excelentes.

Este seminario de titulo se realizó gracias al financiamiento del proyecto Fondecyt

1120508

t



BIOGRAFíA

M¡ nombre es Enrique lgnac¡o Rojas González, nacido en la

comuna de San Miguel en Santiago. Por razones del destino

mi infancia se desarolló en varios lugares, siempre apegado

a mis padres, los que siempre me brindaron todo su apoyo y

cariño.

Mis estudios de básica los realié en una humilde escuela de

mi comuna, para luego comenzar la enseñanza med¡a en mi

viejo y querido liceo Manuel Banos Borgoño, en el cual hice

grandes amigos, adquirí nuevas experienc¡as de vida, y en el que fui descubriendo mi

gusto por el área de la Biología.

Posteriormente ingresé a la Univers¡dad de Chile, a la carrera de Licenciatura en

Biología. A pesar de que las Ciencias en part¡cular no era en esos momentos mi

primera opción, en el camino fui descubriendo lo interesante que ésta es y cuánto me

gustaba. Fue así como fui aprendiendo más de la canera de lngeniería en

Biotecnología Molecular, a Ia que me cambié en el año 2009. En el duro camino

universitar¡o, conocí también grandes amigos con los que he pasado grandes

momentos.

Mi seminario de título lo desarrollé en el laboratorio de Ecología microbiana, donde

conocÍ grandes personas, siempre dispuestas a ayudarme, además de contar siempre

con el apoyo de la profesora Margarita Carú y también de Jul¡eta Orlando- En este

paso, descubrí que el área que más me interesaba de las ciencias era la Microbiología,

y que ese tema sería mi norte. Además en este laboratorio, perfeccionaré mís estudios

desarrollando un Magister en ciencias biológ¡cas, que es la próxima meta que debo

alcanzaa.



INDICE DE CONTENIDOS

Írrllotce DE TABLAS.......... VI

tx

itrrorce oe FTGURAS

LISTA DE ABREVIATURAS

RESUMEN ..x

ABSTRACT

......,..,....1

1 .1.

1.2.

13.
1.4.

1.4.1.
1 4.2.

2.1 - RECoLECo ÓN DE LAS I\,4UESTRAS ., ,., ,, , ,, , ,, , ,. 12

2.2. AISLANIIENTo DE HoNGoS DESDE LAS I\II"-]ESTRAS DE SUELo ........,.,...-.,..,,,..,.,,..12
23. CARACTLR zac ó\ \¡acRoscoptca , tvtcR'1scoD -A D os a) ADos lu ocos

IJ

2.4. lDENT|FtcAc óN t/oLEC,ILAR DE Los A sLADos FUNctcos....................... ..........14
2.4.1. Purif¡cac¡ón del DNA de /os ars/ados.. ...............................15
2.4.2. Amplificación y secuenc¡ación de los marcadores moleculares.... .. .. . ...15
2.5. CONSTRUCC óN DE LA co[,1uN DAD EXPER ¡rE¡rrA1............. .. .........17
2.5.1. Perf¡les genét¡cos de /os als/ados fúng¡cos y la comun¡dad exper¡mental .. 17

2.5.2. Peff¡les metabólrcos de /os aislados fúng¡cos y la comun¡dad exper¡mental
18

3. RESULTADOS. .........................20

3.1. CARACTERíSICASN4oRFoLocrcASDELosi-ioNGosAtSLADos.........................20
3.1.1. Aspergillus ....... .............21
3.1.2. Aureobas¡d¡um. ..............23
3.1.3. Purpureoc¡ll¡um . . ........ 25
3.1.4. Uloclad¡um........ ..............27
3.1.5. Paecilomyces.... . ........ 28
3.1.6. Cladosporium / Davidiella ...................... 30
3.1.7. Penicillium/Talaromyces........... ...........32

iv



4.

3.1.8. Beauver¡a.......... ............. 39
3.1.9. Moiierella ......... 41
3.1 10 Abs¡d¡a.... .................. 43
3.1.11. Coniochaeta / Lecythophora.................. ..........................41
3.1.12. Con¡othynum,................ ................ 16
3.1.13. Phoma ..47
3.1.14. Aislado MR-32......... ... . ...............49
3.1.15. A¡slado MR-33........ .... .....49
3.1.16 Aislado MR-31 .. .......50
3.1.17. A¡slado MR-35........ .......................51
3.1.18. A¡siado MR-36........ .......... 51
3.2. IDENtF CACrÓN MOLECULAR DE LOS A SLADOS FUNGTCOS ................................52
3.2.1. Obtención del DNA y amplificación de los marcadores moleculares...... .. 53
3.2.2. Secuenc¡actón de los marcadores moleculares y anál¡s¡s de las secuencias.

53
3.2.3. Companción de los resultados de la caracter¡zactón de la fracc¡ón
cultivable con los de una caracter¡zación ¡ndepend¡ente de cult¡vo. ...........60
3,3. CoN4UN DAD FUNGICA EXPERIIIENTAL,,. ,,..,.,,.,,.,,.,,.,, -,,.,,.,,,,,., 63
3.3.1. Perfiles genéticos..... .................. ............63
3.3.2. Peff¡les metaból¡cos ........... 65

I\,4ORFOLOGICA VERSUS IDENTIF]CACION [IOLECULAR DE

5.

6.

DISCUSIÓN

ANEXO

70

87



Íuolcr DE TABLAS

Tabla 1. Partidores utilizados para la amplificación de los marcadores moieculares
analizados . .... . .. . . .. ... ... ... ... .. 16
Tabla 2. Resultados de la identificación de los aislados basada en los caracteres
morfológicos. ...................20
Tabla 3. Resultados de la identificación de los aislados basada en los marcadores
moleculares. .........54
'fabla 4. ldentificación de los aislados propuesta de acuerdo a la caracterización
morfoiógica y molecular. ...... ................. 56
Tabla 5. Hongos utillzados para la construcción de la comunidad experimental..........63
Tabla 6. T-RFS (pb) obtenidos experimentalmente por T-RFLP y los esperados por
análisis l, sil¡co.................. . ........ .. 64
f abla 7. Categorías de fuentes de carbono de Ia placa FF-Microplaie (BIOLOG) y el
número de fuentes utilizadas por cada muestra............. .................... 66
Tabla 8. Perfil metabólico de la comunidad experimental y de la comunidad teórica...67



Íruorcr oe FrcuRAS

Figura 1. Representac¡ón esquemática del clúster génico del RNA ribosomal fúngico.
Se muestran ia localizacrón de las subunidades pequeña (rRNA 18S) y grande (rRNA

2BS) separadas por la región intergénica que incluye los espaciadores transcritos
internos lTSl e lTS2 junto con el gen del rRNA 5,8S. ............................................ .. ...5
Figura 2. Fuentes de Carbono en la FF-fvlicroplate (Biolog)..........................................7
Figura 3. Coionias y conidióforos de los aislados MR-1, fMR-2 (ambas en medio PDA) y

MR-3 (en medio Sabouraud) del género Aspergillus. La barra indica 250 pm. ......... ..23
Figura 4. Colonias y desarrollo conid¡al de A. pullulans var. pullulans (lVR-4) y de A.
pullulans var. melanogenuff (MR-s) en medio PDA. La barra indica 250 pm. ............25
Figura 5. Colonia en PDA. con¡d¡óforos con sus fiálides y contdios de P. lilacinum (MR-
6). La barra indica 250 pm............ .............................. 26
Figura 6. Colonias en medio Sabouraud y conidios tréticos septados de Ulaclad¡um sp
(l\4R-7 y IVR-S). La barra indica 250 Hm... ............... ............28
Figura 7. Colonia en medio PDA, conidióforo y conidios en cadenas de P. var¡at¡¡ (MR-
9) La barra indica 250 pm.................... ...................29
Figura 8. Colonias en med¡o PDA. conidióforos ram¡ficados y conidios crec¡endo en
cadenas de Cladosporium lDav¡d¡ella (MR-10) y Cladospor¡um sp. (MR-11 y N/R-12). La
barra indica 250 pm..... ..... ............31
Figura 9. Colonias en medio PDA y conidióforos de P. canescens (MR-13). La barra
indica 250 1lm.................... .............32
Figura 10. Colonias en medio PDA y conidióforos de P. chrysogenum (MR-14). La
barra indica 250 prn.. ..... ...................... 33
Figura 1'1. Colonias en medio PDA y conidióforos de P. expansum (lVlR-15). La barra
indica 250 pm... .. ............. .............34
Figura 12. Colonias en medio PDA y conidióforos de P. polonicum (lvlR-16). La barra
indica 250 1lm.................... ........ .. .35
F¡gura 1 3. B. Colon¡as en medio Sabouraud y conidióforos de Penicillium sp. (MR-18,
IVR-19, MR-20). La barra ind¡ca 250 pm.................... .......................37
Figura 14. Colonias en medio PDA y conidióforos con conidios de T. flavus (lVlR-25).

La barra indica 250 ¡.tm.................... ........ 39
Figura 15. Colonias. conidióforos y conidios de MR-21 en medio PDA y de MR-22 en
medio Sabouraud. La barra indica 250 Um.................... ................... 41
Figura 16. Colonia en medio PDA esporangióforo y esporas de Moftierella (MR-23).
La barra indica 250 lJrn.................... .42
Figura 17. Colonia en medio Sabouraud y esporangióforo con esporas en su cabeza
de Absid¡a sp. (MR-24). La barra ind¡ca 250 Um.................... ............43
Figura 18. Colon¡as en medio PDA de /os a¡slados MR-26 y MR-27 . . . ..44

vfl



Figura 't 9. Colonias en medio PDA y fiálides intercalares de Lecythophora (lVR-28 y
MR-29) La barra indica 250 pm. ........ .4a
Figura 20. Colonia de Coniofhyrium sp. en med¡o PDA y un picnido entre sus hifas
(MR-30). La barra indica 250 pm.. ..41
Figura 21. Colonia en medio PDA y seccrón longitudinai del picnidio de Phoma sp.
(MR-31). La barra indica 250 Um.................... .........48
Figura 22. Colonia en medio PDA y conidióforo de MR-32. La barra indica 250 Um. ..49
F¡gura 23. Colonias en medio PDA del aislado [,ilR-33.. .. ... ............50
Figura 24. Colonias en medio Sabouraud del aislado MR-34 y sus esporas. La barra
jndica 250 ¡lm............. ......... ........5'1
Figura 25. Colonias en medio Sabouraud del aislado MR-35.......................... ...........51
Figura 26. Colonias del aislado MR-36........ ..........52
Figura 27. Electroforesis en gel de los maÍcadores rDNA 28S (A), 18S (B) e tTS (C),
usando el marcador de peso molecular 100bp (100-3000) . ..... ................... 53
F¡gura 28. Coincidencias entre las diferentes herramientas usadas en la identificación
de los aislados f(rngicos y la identificación consenso....... ..... ............57
Figura 29. Coincidencias entre las diferentes herramientas usadas en Ia identificación
de los a¡s¡ados fúngicos y la identificación consenso a nivel de género....................... 5e
Figura 30. Distribución de los aislados fúngicos rdentificados a nivel de género. ........ 59
Figura 31. Análisis de agrupamiento de las secuencias obten jdas del marcador
molecular rDNA 18S de ¡a fracción cultivable (círculos verdes) y de la genoteca
(independiente de cultivo; cuadrados rojos). La topología del árboi se infirió mediante el
algoritmo Neighbor-Join ing con 500 iteraciones de boosttrap y siguiendo el modelo
Kimura 2- parámetros. La secuencia de Phyfophthora riparia (JQ626604.'1) se utilizó
como raíz del árbol. . ... ... .. . .. . ... ... 6'1

Figura 32. Frecuencia relativa de secuencias presentes exclusivamente en la fracción
cultivada exclusivas de la fracción no cultivada y comunes a ambas fracciones...... .62
F¡gura 33. Perfil de T-RFLP del marcadoT molecular ITS de la comunidad de los
aislados seleccionados para el montaje de la comunidad fúngica experimental. ...... ..65
Figura 34. Utilización de Ias diferentes fuentes de carbono en la comunidad teórica
(azul) y Ia comunidad experimental (rojo). . .............. ................. 69

v¡ii



LISTA DE ABREVIATURAS

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool (Herramienta de búsqueda por

al neamiento local básico)

DNA: Deoxyrobanucle¡c ac¡d (ácido desox jrribonucleico)

dNTP: Deoxyrobonucleotide triphasphate (desoxirribonucleotido tr¡fosfato).

EDI A: Ethylene d¡am¡ne tetra-acetic ac¡d (ácido etilen diamino tetraacetico)

INT : I odon¡trotetrazol ¡ um (y odonil{otetrazolio)

ITS: espaciadores transcritos internos lTSl e lTS2 junto con el gen del rRNA 5,8S

NCBI: centro nacional para ¡nforrnación biotecnológica

pb: pares de bases

PCR: Polymense cha¡n react¡on (Reacción en cadena de la polimerasa)

rDNA: Róoso,,??ic deoxyrobonucle¡c ac¡d (ácido desoxirribonucleico ribosomal)

RNA: Rlbonucle¡c ac¡d (ácido ribonucleico)

TE: Tris-EDTA

T-RFLP: Term¡nal restr¡ction fragment length polymorphlsrn (Polimoffismo de longitud

de fragmentos de restricc¡ón terminales)

Tris: Tris (hidroximetil) amino-metano

UF: Unidades de fluorescencia

ix



RESUMEN

Los hongos son organismos un¡celulares o multicelulares que cumplen roles claves en

los ecosistemas, aportando con una alta diversidad de especies y partic;pando en ios

ciclos biogeoquímicos. Ellos presentan variadas estrategias reproductivas, encontrando

hongos que desarrollan ciclos de vida asexual. sexual, o que desarrollan el ciclo de

vida completo. Históricamente, las estructuras microscópicas que participan en estos

ciclos de reproducción han sido utilizadas como carácter taxonómico en la

identificación de hongos. Además, el uso de marcadores moleculares, tales como los

genes ribosomales, también han sido de gran ayuda en Ia ¡dentificación y clasificación

taxonómica de las especies fúngicas. La primera parte de este trabajo se centró en el

aislamiento e identificación de hongos desde un suelo semiárido del matorral

esclerófilo de Chjle central. Para esto se realizó un aislamiento de hongos desde

muestras de suelo los cuales se caracterizaron inicialmente a nivel morfológico. La

identificación taxonómica se complementó con un anáiisis molecular mediante el uso

de los marcadores molecuiares rDNA 18S, rDNA 28S, y la región intergénica iTS, en

conjunto con la búsqueda por similitud de secuencia en base de datos. Ninguna de las

herramientas de identif¡cación, morfológica y molecular. permitió la identificación de la

totaiidad de los aíslados (n=36), lo que refleja la necesidad de un análisis que involucre

diferentes aproximaciones. h/lediante la caracterización morfológica y molecular se

as¡gnó Lrna identificación a los aislados, los que se agruparon en 3 divis¡ones, siendo la

más abundante Ascomycota; en 15 familias, donde la más representada fue

Trichocomaceae y en 21 géneros, siendo el más abundante Pen¡cill¡um.



por otra parte, el desarrollo de nuevas herramientas que facil¡ten el estudio de la

ecología m¡crobiana ha sido un gran aporte para esta disciplina. Entre éstas. destaca

la construcción de corrunidades microbianas experimentales, que tíenen como función

reducir la complejidad asociada a los estudios de ecología microbiana. y permitir

analizar sus componentes por separado. La elección de un modelo fúngico obedece a

la importancia que estos organismos t¡enen en los ecosistemas. Por lo tanto. a partir de

una fracción de los aislados fúngicos se construyó una comunidad experimental, como

modelo para el estudio de interacciones biológicas. Para la construcción de la

comunidad experimental, se eligieron 5 de los a¡slados fúngicos, los cuales se

seleccionaron por pertenecer a los géneros de la familia fúngica más abundante según

lo determinado mediante la aproximación dependiente de cultivo. Para poder evaluar la

estructura de la comunidad, se utilizó la técnica del T-RFLP. la cual permitió identificar

a los hongos constituyentes de ésta. Además, se evaluó el perfil metabólico de la

comunidad experimental y los datos obtenidos se compararon con los perfiles

metabólicos individuales de los hongos constituyentes, observándose diferencias entre

ambos patrones metabólicos, lo cual da cuenta de la existencia de interacciones entre

los hongos de la comunidad.
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ABSTRACT

Fungi are unicellular or multicellular organisms that play key roles in the ecosystems

providing a high diversity of species which contribute to the blogeochemical cycles.

They have varied reproductive strategies finding fungi thal develop asexual. sexual, or

their full Iife cycles. Historically, the microscop¡c structures involved in their

reproduction, have been used as taxonomic characters ¡n fungal identification.

Furthermore. the use of molecular markers. such as the ribosomal genes, has also

been of great help in the identificatjon and taxonomic classification of the fungal

species. The first part of this work was focused in the isolation and identification of fungi

from a semi-arid soil from the sclerophyllous matorral from Central Chile. For this

fungal isolation was performed from soil samples, which were initially characterized at

morphological level. The taxonomic identification was complemented with molecuiar

analysis using the molecular markers 18S rDNA, 28S rDNA, and the intergenic regron

ITS. altogether with sequence similarity search in databases. Neither identification tool.

morphological or molecular. allowed the identrfication of the totality of the isolates

(n=36), reflecting the need for analysis involving different approaches. Using the

morphological and molecular characterization an ¡dentification was assigned to each

isolated which were grouped into three divisions, the most abundant Ascomycota; in 15

families, being the most represented Trichocomaceae, and in 21 genera, Penic¡lt¡um

being the most abundant.

On the other hand, the development of new tools to facil¡tate the study of microbia¡

ecology has been a great contribution to this d¡scipiin. Amongst them is the construction

XII



of experimental microbial communities reducing the complexity associated with

microbial ecology studies, and allowing to analyze the components separately. The

choice of a fungal model is due to the imDortance of these organisms in ecosystems.

Therefore from a fraction of the fungal isolates, an experimental community was built

as a model to study their biological interactions. For the experimental commun¡ty

building, 5 of the fungal isolates were chosen which were chosen as lhey represented

the most abundant fungal family as determined by a culture-dependent approach. In

order to evaluate the community structure. the T-RFLP technique was used, rvhich

allowed the identification of fungal components. Additionally the metabolic profile of the

experimental community was evaluated and compared with the individual metabolic

profiles of the fungal components. This analysis revealed dÍfferences between both

metabolrc patterns, indicat¡ng accounts for the existence of interactions between the

fungi of the community.
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1, ¡NTRODUCCIÓN

1.1. Características generales de los hongos

Los hongos son organisrnos eucariontes pertenecienles al Reino Fungi,

Dominio Eucarya, los cuales pueden ser multicelulares con una forma filamentosa,

aunque también existen en formas unicelulares llamados levaduras (lvlc Laughlin y col.

2009). Entre sus característ¡cas destacan sus variadas estrategias de vida, ya que

pueden ser organismos saprófitos, parásitos o simbiontes, lo que los convierte en

importantes componentes de los ecosistemas (Piontelli-Laforet 201 1). Sólo se han

logrado ident¡ficar aproximadamente 100.000 especies de hongos, de un total estimado

de 5.1 millones de especies (Blackwell 2011). Las céiulas fúngicas carecen de clorofila,

tienen paredes celulares compuestas por quitina y poseen uno o más núcleos, con un

número de cromosomas que varía entre 3 a 20, y un tamaño de genoma de entre 1O a

60 m,llones de pares de bases (Gregory y co|.2AO7).

En cuanto a su taxonomía, los Phyla o divjsiones que se reconocen

tradicionalmente dentro dei reino son Ascomycota Basidiomycota, Chytridiomycota y

Zygomycota, aunque las últimas evidencias moleculares sug¡eren que la división

Zygomycota es polifilética (Lutzoni y col.2004), siendo algunos grupos de este phylum

incorporados a una nueva división llamada Glomeromycota (Schübler y col 2001).

Estructu ralmente, los hongos multicelulares se caracterizan por sus células que

crecen en filamentos microscópicos denomjnados hifas, las que son su unidad básica.

También existen hongos que pueden tener transiciones entre estados filamentosos

(multicelulares) con estados de levadura (unicelulares), los que reciben el nombre de



hongos dimórficos, aunque la mayoría presenta sólo un estado (Moore .199g). Los

hongos levaduriformes forman colonias semejantes a las bacterianas. con una textura

suave y uniforme. a diferencia de los f¡lamentosos que forman colonias generalmente

con aspecto velloso o lanoso. Las hifas de los hongos filamentosos son estructuras

tubulares de longitud variable formadas por una fila de células alargadas recubiertas

por pared celulai-, con numerosas tamif¡caciones laterales y con un crecimientc apical

En los hongos superiores estas hifas se encueniran tabicadas por septos. El conjunto

de hifas recibe el nombre de micelto o ialo del hongo, el cual le permite crecer sobTe un

sustrato. En el micelio de un hongo se distinguen tres tipos: Í) el micelio vegetativo. que

corresponde a Ja zona del hongo adherida al sustrato, formado por un conjunto de hifas

indiferenciadas y asociado a una función nutritiva; ii) el micelio aéreo, formado por h¡fas

vegetativas que crecen y se diferencian en hifas aéreas que presentan una or¡entación

vertical y que se proyectan sobre la superficie, y iii) ei m¡celio reproductivo. el cual está

formado por h¡fas aéreas que dan origen a las estructuras reproductivas (Carrillo 2003).

Los hongos son organismos qu im ioheterotróficos, ya que utilizan una fuente

química de energía, y sustratos orgánicos corno principal fuente de carbono (Stainer y

col. 1992). La obtenc¡ón de esta fuente de carbono se realiza por medio de enzimas

hidroliticas extracelulares que degradan biopolímeros complejos que permiten su

digest¡ón exógena y la posterior absorción de sus subproductos, los cuales son

almacenados como glicógeno (Deacon 2006).

La reproducción de los hongos ocurre por medio de esporas, que son pequeñas

unidades propagativas envueltas por pared celular, que se d¡spersan y germinan en

una gran diversidad de ambientes cuando encuentran un sustrato y condiciones

favorables, produciendo nuevas colonias fúngicas (Kües & Fischer 2006). Los hongos
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poseen diferentes estrategias y modalidades reproductivas que permiten su

multiplicación y perdurabilidad en el tiempo, encontrando hongos que se reproducen

asexualmente, conocidos como hongos anamorfos, y hongos que se reproducen

sexualmente, llamados hongos teleomorfos (Guarro 2012). Los hongos que desarrollan

el ciclo reproductivo completo, involucrando tanto las fases asexual como sexual, se

denominan hongos holomoiJos (Shenoy y col.2007). Una misma especie de hongo

teleomorfo, bajo ciertas condiciones, puede desarrollarse asexualmente (anamorfo)

con una morfología diferente a la del teleomorfo, lo cual es conocido como

pleomorf¡smo (Burnett 2003). A pesar de ser la rnisma espeoe. un hongo teleomorfo

posee un nombre taxonóm¡co distinto al de su anamorfo, exrstiendo una nomenclatura

binominal para ellos (Seifert & Samuels 2000).

El ciclo de vida completo general de los hongos comienza con una espora

generalmente haploide (n) la cual germina y da origen a un micelio La siguiente etapa

del ciclo depende del encuentro y apareamiento de dos micelios con distintos "mating

type" o tipo de apaream¡ento. Cuando las hifas de estos micelios de dist¡nto tipo de

apareamiento se encuentran, ocurre una fus¡ón de los citoplasmas de sus células en

una etapa llamada plasmogamia. Los núcleos de las células fusionadas permanecen

independientes, en un estado dicariótico (n + n). Posteriormente, ocuTre la etapa de

cariogamia en Ia que los núcleos de las células d¡carióticas se fusionan para obtener

micelios diploides (2n). Finalmente. el núcleo diploide entra en me¡osis generando

esporas haploides (n) que corresponden a los productos me¡ót¡cos, terminando así la

fase teleomorfa del ciclo. La fase anamorfa del c¡clo corresponde al crecimiento

vegetativo donde el micelio se reproduce por mitos¡s y se diferencia en esporas, Ias

cuales formarán nuevas colonias fúngicas (Savada y col. 2008).
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1.2. ldentificación de aislados fúngicos

Las caracterÍst¡cas de las estructuTas reproduct,vas que participan en las fases

anamorfas y teleomorfas son muy ¡mportantes en la rdentificacrón y clasificación

taxonómica de los hongos (Guarro y col. 1999). Entre las estructuras utilizadas para la

clasificación taxonómica de hongos destacan las esporas asexuales, como los

conidios, que son aquellas esporas que nacen de forma externa y que desiacan en

divisiones como la Ascomycota y Bas¡diomycota, o también pueden ser

esporang¡oesporas, las cuales nacen de forma interna dentro de estructuras

especializadas y que son propias de divisiones como ia Zygomycota (Carrillo 2003).

Las características de las estructuras que producen estas esporas también son usadas

como carácter taxonómico. Dentro de éstas se distinguen el conidióforo, que es una

parte del micelio o una hifa estructuralmente diferenciada en la producción de conid¡os.

En los conidióforos nacen las células conidiógenas, las que según su morfologia

pueden ser fiálides o anélides. El análogo de los conidióforos en el caso de las

esporangioesporas son los esporangióforos (Pemán y col. 2007). Además de la

morfología de las estructuras reproductivas, la forma en la que son producidas las

esporas también es usado como carácter taxonómico, existiendo hongos con un tipo

de desarrollo blásiico, en el cual la espora nace por una proyección desde la célula

productora con una posterior delimitac¡ón enire ambas por un septo, o también un t¡po

de desarrollo tálico en el que la producción de la espora ocurre después de la

delimitación de la estructura por uno o más septos y conlleva a que una porción de la

hifa reproductora se desarticule al formar los con¡dios (Casiañeda 2001). La morfología

de las estructuras de reproducción sexual o teleomorfas también son útiles en la

clasif¡cación de hongos (Berbee & Taylor 1992). Los cuerpos fructíferos, son tejidos
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especializados en los cuales se forman fas estructuras encargadas de la producción de

las esporas sexuales, llamados basidios o ascos que generan basidioesporas o

ascoesporas, respecti,ramente, y que permiten ub¡carlos en las principales divisiones

fúngicas (Guano y col. 1999).

Aunque lá ident¡ficación y caracterización de los hongos 0or medio de

caTacteres morfológicos se utiliza ampliamente existen muchos casos en que éste

método presenta dificultades, especialmente en aquellos que presentan característlcas

fenotípicas muy parecidas, razón por la cual se requiere de otros métodos para

complementar esta caracterización (Unda y col. 2011) Entre estos métodos destaca el

uso de los marcadoTes moleculares como los genes que codifican para los RNA

ribosomales, que se encuentran en todas las especies cumpliendo la misma funciÓn,

tienen baja tasa de transferencra horizoi]tal y sus secuencias poseen regiones

conservadas y variables las cuales son informativas a distintos niveles taxonómicos

(Olsen y col. 1986). El clúster génico ribosomal (Figura 1) está formado por tres genes

altamente conservados, llamados rDNA .18S, rDNA 5,8S y rDNA 28S, que codifican

para los rRNA 18S (subunrdad menor del ribosoma), rRNA 5,8S y rRNA 28S (ambos

de la subunidad mayor del ribosoma), respectivamente, y que se encuentran

separadas por dos espaciadores intergénicos llamados lTSl e lTS2 (Atkins & Clark

2004). El clúster ribosornal se encuentra repetido en tándem en el genoma fúngico.

Figura 1. Representación esquemática del clúster génico del RNA r¡bosomal f Úngico.

Se muestran la localización de las subunidades pequeña (rRNA l85) y grande (rRNA

28S) separadas por la región intergén¡ca que incluye los espaciadores transcritos
internos ITS'l e lTS2 junto con el gen del rRNA 5,8S.
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El marcador molecular rDNA l8S es uno de los más utilizados, debido

prncipalmente a sus secuencias altamente conservadas y a su baja tasa de

sustitución. ¡o que lo convierte en una herramienta muy útil en el estudio de relaciones

filogenéticas con t¡empo de divergencia muy antiguos (Hill & Dixon 1991). El marcador

molecular rDNA 2BS tamb¡én es muy utilrzado en ia taxonomÍa fúngica y presenta una

mayor variabilidad en su secuencia que el rDNA'18S (Ninet y co|.2003). Sin embargo.

el hecho de que estos marcadores sean tan conservados representa un inconveniente

al identificaÍ organismos muy relacionados filogenéticamente. por lo cual estos

marcadores están limitados al nivel de género o fam lia de los hongos (Anderson &

Calrney 2004). Por otra parte, el marcador molecular ITS (espaciador transcrito

interno) está compuesto por las regiones lTSl e lTS2 del clúster ribosomal, las que

presentan tasas de sustitución muy elevadas en sus secuencias, convirtiéndolo en uno

de los marcadores moleculaTes útiles para la ident¡ficación de hongos a nivel de

especie (Seifert 2009).

Una de las mayores ventajas del uso de marcadores moJeculares ribosomales

es que se pueden amplificar fácilmenle a partir del DNA genómico de un hongo por

medio de la técnica de PCR utilizando partidores universales (Anderson & Calrney

2004). Las secuencias nucleotídicas de 1os amplicones se pueden analizar con

herramientas bioinformáticas como el BLAST (Bas¡c Local Al¡gnment Search foo|, que

permlte su alineamiento con secuencias de la base de datos del NCBI (Nat¡onal Center

for B¡otechnology lnformation) para asoc¡ar una identidad a los hongos estudiados

(Singh y col. 2412).

Como complemenlo a la caracterización morfológica y molecular, los hongos

también se pueden estudiar por medio de una caracterización fisiológica, en base a sus
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propiedades metabólicas que son únicas para cada uno de estos organismos (Singh

2009). Sin embargo, la identíficación y caracterización metabólica se dificulta en

hongos cercanamente relacionados requiriéndose análisis más extensivos. Algunos

test meiabólicos como el "FF MicroPlate", entregan una rápida y ef¡caz caracterización

metabólica de hongos filamentosos (Singh 2009). Este ensayo permite determinar la

utilización de una batería de 95 sustratos drferentes (Figura 2), que son utiiizados

diferencialmente entre las d¡stintas especies de hongos. Cada especie fúngica tiene un

perfil metabólico característ¡co que permite utilizarlo como un rasgo fisiológico con

valor taxonómico (Currah, 2005). Adicionalmente, este patrón de utilización de

nutrientes permite caracterizar metabólicamente comunidades fúngicas y compararlas

con los patrones ind¡viduales para estudios de interacciones y/o del efecto de

pedurbaciones bióticas o abióticas de las comunidades (Buyer y col. 2001).

Figura 2. Fuentes de Carbono en la FF-Microplate (B¡olog).
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1.3. Comunidadesexper¡mentalesmicrob¡anas

El estudio de la Ecología Microbiana busca comprender la diversidaci.

distribución y abundancia de los microorganismos presentes en los distintos hábitats

donde forman comunidades y establecen una red de interacciones dinámica y

compleja. Estos estudios se basan en aproximaciones que consisten en modelos

matemátrcos, observaciones de sistemas naturales y manipulaciones a nivel de campo

o de microcosmo. Una herramienta de estudio que está actualmente siendo utilizada,

consiste en la construcción de ensambles microbianos experimentales, los cuales

permiten estudiar procesos ecológicos de interés, tales como la generación y

mantención de la diversidad, interacciones ecológicas o las respuestas frente a

perturbaciones entre otros (Jessup y col. 2005).

Los primeros estudios con sistemas microbianos en Ecología datan de finales

del siglo XlX, fueron los experimentos de Gause (1934) que marcaron la historia de

este tipo de aproximaciones experimentales. Gause construyó sistemas microbianos

experimentales constituidos por baclerias, levaduras y protistas, acoplando estos

experimentos de laboratorio con modelos matemáticos de competencia e interacción

predador-presa. Esta combinación de exper¡menios y teoría fue muy poderosa,

permitiéndole hacei predicciones cuantitativas de las interacciones entre especies,

para luego probar esas predicciones con nuevos diseños de expeflmentos con

microorganismos. Aunque varios pr¡ncipios claves de la Ecología son atribuidos a los

estudios de sistemas microbianos experimentales, su uso es aún limitado (Jessup y

col.2005). Sólo recientemente con el auge de la Ecología Microbiana, el uso de estos

sistemas experimentales han ido en aumento dado las ventajas que éstos poseen,

tales como el alto grado de control experimental que of recen, combinado con el
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pequeño tamaño de estos sistemas y el corto tiempo generacional de los

microorganismos. en adición a la abundante información genética y fisiológica

disponible para éstos. Además. con el advenimiento de nuevas heramientas

rnoleculares que permrten monitorear el comportamiento microbiano, la aplicación de

estos sistemas experimentales podria ser más eficaz. Estas ventajas permiten el

diseño de experimentos que buscan reducir la complejidad de los sistemas naturales y

abordarlos por medio de sus componentes por separado. siendo esto el principal

propós¡to de estos s¡stemas (Jessup y col. 2004).

Las principales críticas a este tipo de sistemas están relacionadas

principalmente con su simplicidad estructural y taxonómica, y a su potenciai pérdida de

heterogeneidad espacial y temporal (Carpenter 1996), debida a las restricciones

experimentales A pesar de esto, se ha llegado al consenso de que estas limitaciones

son irrelevantes si los sistemas microbianos experimentales se ven solo como una

parte importante de una rica red interrelacionada de aproximaciones que permiten

comprender y predecir el comportamiento de poblaciones y sistemas en ecología

(Lawton 1995).

Uno de los objetivos de este trabajo fue la construcción de una comunidad

fúngica experimental, como un modelo bio{ógico para el estudio de interacciones, a

partir de especies de hongos a¡sladas del suelo, pero que coexisten en condiciones

naturales. La elección de una comunidad fúngica se basa en la importancia ecológica

de los hongos, ellos son agenies relevantes de la microbiota, ya que aportan una alta

diversidad de especies, con una gran versatilidad metabólica (Hawksworth 2001). Los

hongos también son importantes en los ecosistemas por su participación en los ciclos

brogeoquím¡cos y en el proceso de descomposición orgánica, ya que son capaces de
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recuperar el carbono fijado que reintegran al ciclo en forma de dióxido de carbono a la

aimósfera para su uso en la fotosíntesis (Bardgett y col. 2OO8). En el ciclo del

niirógeno los hongos ayudan a recuperar ei nitrógeno de la materia orgánica para

convertirlo en amoniaco, que a Ia vez es facilitado a las plantas. Este proceso es más

eficiente en las mrcorr¡zas, en el cual el hongo intercambia el amoniaco a nivel de las

raíces de las plantas por compuestos carbonados producidos por la fotosíntesis

(Govindarajulu y col. 2005). Eslas micorrizas son tamb¡én importantes en el ciclo del

fósforo. ya que de esa manera los hongos devuelven este elemento a las plantas en

forma de fosfato (Harrison & Van Buuren 1995). Además, en suelos áridos en

particular los hongos tienen un rol muy importante, ya que se ha descrito que son

capaces de establecer una red denominada "fungal loop", que permite la comunicación

e integración de la macrobiota y la microbiota optimizando el flujo de elementos como

el carbono y el nitrógeno entre ellos (Collins y col. 2008), lo que permite a la vez

meiorar la resistencia a la desecación, la mantención de la humedad, y además a

mejorar la fertilidad de estos suelos (Green y col. 2008).
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1.4. Objetivos

f .4.1. Objetivo General

Aislar e identificar especies fúngicas desde un suelo semiárido para la construcc¡ón de

una comunidad modelo expenmental.

1 .4.2. Objetivos Específicos

1) Aislar y caracterizar moffológicamente hongos desde un suelo semiárido.

2) ldentificar los hongos aislados mediante análisis de marcadores moleculares.

3) Construir una comunidad fúngica experimental y detectar sus componentes

mediante perfiles genéticos y metabólicos.



2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.'1. Recolección de las muestras

Las muestras de suelo se recolectaron en el matorral esclerófilo en ia localidad

del "El Romeral" (33o48'S, 70014'W), Cajón del tMaipo. Región lvletropolitana, Chile. Las

muestras se tomaron a 10 cm de prof undidad y se almacenaron en bolsas plásticas

con cierre hermét¡co (Ziploc) a 4oC hasta el momento de su análisis. La localidad de "El

Romeral" se encuentra en la zona precotdillerana de la región metropolitana, y

corresponde a una comunidad vegetacional compuesta de arbustos esclerófilos y

pequeños arboles donde las áreas descubiertas poseen un escasa cubierta herbácea.

Esta localidad pertenece a una zona semiárida del matorral de Chile Central, que

presenta un clima Mediterráneo con veranos secos y precipitaciones invernales con un

promedio anual de 350 mm (Gajardo 1994).

2.2. Aislamiento de hongos desde las muestras de suelo

Para el aislamiento de los hongos se tomaron 2 g de suelo y se agregaron a 20

ml de solución estáril de agua destilada y Tween 20 al O,Sa/o. La suspensión de suelo

se agitó en un agitador orbital a 25'C por 24 harcs para luego mantenerla en

incubación esiática por 2 horas para decantar el materlal grueso del suelo. A partir del

líquido sobrenadante se realizaron diluciones decimales seriadas en tubos con agua

peptonada alO,1a/0. Desde la dilución 10'r hasta la'106 se sembraron por triplicado 0,1

ml de cada diluciÓn en placas con medio papa dextrosa agar (PDA) y de agar

Sabouraud, que contenían clorcnfenicol a una concentración de 30 ug/ml para impedir
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el crecimiento bacteriano. Las placas se incubaron a 25oC entre 4 y 7 días hasta

observar el crecimiento de colonias fúngicas.

A partir de las colonias fúngicas aisladas se prepararon suspensiones de

esporas y se realizaron diluciones seriadas en agua pepionada al 0,1%, desde la

dilución 1O-rhasta la 10-6. Una alícuota de 0.1 ml de las d¡luciones se sembrÓ en placas

con medio PDA y otras con medio Sabouraud que conten [an antibiótico como se

mencionó anteriormente. Este procedimiento se repitió hasta obtener los aislados

puros (cultivos axén¡cos). Una vez obtenrdos los cultivos axénicos, las colonias se

inocularon en tubos de vidrio con 9 ml de medio PDA inclinado almadenados a SoC,

para mantener los stocks fúngico§. Los aislados obtenidos se designaron con las letras

MR (Matorral-Romeral) seguidas por un número.

2.3. Caracterización macroscópica y m¡croscópica de los a¡slados fúngicos

Los a¡slados se caTacterizaron en primer lugar macroscóp¡camente de forma

visual directamente o con ayuda de una iupa estereoscópica. De este modo se

registraron las características de ¡as colonias crecidas en medio PDA, tales como

forma de ias colonias, color (tanto por el frente como por el reverso), textura y

producción de pigmentos en el medio Tambión se determ¡nó la velocidad de

crecimiento radial de las colonias en medio PDA. para lo cual se midió el radio de éstas

cada 24 h utilizando un pie de metro bajo una lupa estereoscópica. Se construyó un

gráfico del radio de las colonias en función de los días de crecim¡ento, del que por

regresión lineal se obtuvo la pendiente de la recta que indica la velocidad de

crecimiento radial. Para la identif icación y registro de las características morfológicas

del micelio, las esporas, estructuras reproductivas y otros rasgos importantes para la
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identjficación taxonómica de los distintos aislados fúngicos, se realizaron

preparaciones para la observación mrcroscópica. Para esto se ulilizó un procedimrento

modificado de la técnica de crecimiento de los hongos en cubreobjetos (Riddell 1950).

Esta técnica consíste en preparar placas con medio PDA con cloranfenicol (30 Ug/ml)

para cada uno de los aislados y con el uso de un asa de siembra estérjl coftar cuatro

cubos de agar (de aproximadamente 7 x 7 mm), los cuales se colocan sobre la

superficie del medio PDA. Finalmente. se inoculan los costados de los cubos de agar

con los distintos aislados fúngicos y sobre ellos se coloca un cubreobjeto estéril para

que las hifas del hongo crezcan adheridas a éste. Cada placa se incubó a 25oC hasta

la aparic,ón de esporas en las colonias. Una vez ocurrido esto los cubreobjetos se

retiraron de las placas y se les aplicó una gota de azul de metileno para la tinción de

las muestras. Los cubreobjetos secos, se colocaron sobre portaobjetos limpios para su

observación utilizando un microscopio "Swift optical instruments |V10" y se obtuvieron

imágenes digitales mediante el programa "Motic lmage Plus' qMotic-¡ Las

observaciones realizadas se compararon con claves taxonómicas de hongos (Piontelli-

Laforet 2011).

2.4. ldentificación molecular de los a¡slados fúng¡cos

Para la identificación molecular de los aislados fúngicos se analizó la secuencia

de los sigujentes marcadores moleculares que se describen en la literaiura como

genes con valor taxorlómico: los genes r¡bosomales codificantes de la suburlidad

pequeña (rDNA 18S) y de la subunidad mayor (rDNA 28S) del ribosoma de hongos.

También se utilizó la región intergénica de estos marcadotes. llamadas secuencias

transcritas internas (región lTS).
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2.4.'1. Purificación del DNA de los aislados

Los aislados fúngicos se cultivaron en 20 ml de medio Vogel 1X (Anexo Tabla

A1), sacarosa al 1,5ok, y cloranfenicol (30 pg/ml), en un agitador orbital a 25oC hasta

observar la aparición de micelio en el medio (aproximadamente de 5 a 7 días). El

micelio se transfirió a un tL¡bo estéril de 15 mi con un asa de siembra. se lavó con 10 ml

de agua destilada ésteril y se centrifugó a 5500 rpm durante 10 min; este

procedimiento se repitró tres veces. Finalmente, se descartó el sobrenadante y el

micelio se transfirió a un tubo de 1 5 ml y se almacenó a -20oC. El DNA se purificó a

partir de 100-200 mg de micelio ut¡lizando el kit "Powersoil DNA isolation" (N/oBio Lab.

lnc.). El DNA obtenido se resuspendió en 100 pl de buffer TE (Tris-HCl 10 mlvl. EDTA 1

mM, pH 8,0). El resultado de la extracción se verificó mediante electroforesis en gel de

agarosa al 0,8% (p/v) en buffer TAE (Tris-acetato 40 mlv, EDTA 1 mM, pH 8,0). Los

geles se tiñeron con GelRedrM (Biotium) y se utilizó el marcador de peso molecular 1OO

bp (lnv¡trogen).

2.4.2, Amplif¡cación y secuenc¡ación de los marcadores moleculares

Los marcadores moleculares se amplificaron por la técnica de,a reacción en

cadena de la polimerasa (PCR). Para el marcador rDNA 18S. se utilizaron los

partidores EF4 y EF3, para el marcador 28S se utilizaron los partidores LtC24R y LR7,

y para el marcador ITS se utilizaron los partidores ITS'1 e lTS4 (Tabla 1). Las

correspondientes amplificaciones se realizaron utilizando el kit "GoTaq PCR Master

L4ix" (Promega), que incluye la GoTaqe DNA pofimerasa en buffer de reacción "Green

GoTaq" (pH 8,5), 200 mlvl de cada dNTP y 1,5 mM de MgCl2. Las amplificaciones de

los respectivos marcadores moleculares se realizaron en un termociclador l\,4axygen
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(Axygen). El programa para el marcador rDNA 185 consistió en una denatL¡ración

inicial a 94oC. para lueEo seguir con 40 ciclos de denaturación a 94oC por 'l min, una

hibridación a 48oC por 1 min y una extensión a 72"C por 3 min, con una extensión final

a72oC por 10 min. El programa de amplifjcación del marcador rDNA 28S consistió en

una primera denaturación a 94oC por 1 min, para luego seguir con 30 ciclos de

denaturación a 94"C por 30 seg, una hibridación a 52oC por 30 seg y una extensién a

72oC por 90 seg. con una exiensión final a 72oC por 4 min. Finalmente, el programa

para el marcador ITS consistió de una denaturación inicial a 94oC por 3 min, para

seguir con 30 ciclos de denaturación por 30 seg, una hibridación a 57oC poi'30 seg, y

una extensión a 72oC por 90 seg, con una extensión final a 72oC por 10 minutos. Los

productos amplificados se verificaron por medio de una electroforesis en gel de

agarosa al 1,2o/o (plv) teñidos con GelRedrM (Biotium), y se utilizó e¡ marcador de peso

molecular 100bp (Fermentas). Los productos amplificados se secuenciaron con un

equipo Genetic Analyzer 3730X1 (Applied Biosystems Macrogen lnc.). Las secuencias

de los amplicones se analizaron por medio del programa [/]ega 5.0 (Tamura y col.

2011) y luego se alinearon con la herramienta de búsqueda por similitud del NCBI,

BLAST (www. ncbi. n ih.gov/BLAST).

Tab¡a 1. Partidores utilizados para la amplificación de los marcadores moleculares
analizados

Partidor Secuencia (5'-3') Referencia

rDNA 185
ECA GTTTGAACCAGTAAATCTCCT
EF3 GTTTGAACCAGTAAATCTCCT

Smit y col. 1999

rDNA 28S
LIC24R GAAACCAACAGGGATTG

LR7 TACTACCACCAAGATCT
Kauff & Lutzoni 2002

ITSl TCCGTAGGTGAACCTGCGGtTa
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

Gardes & Bruns 1993
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2.5. Construcción de la comunidad experimental

La comunidad experimental fúngica se preparó en frascos de 20 ml, usando

como sustrato 0,5 g de lana de roca estéril y medio de culttvo conteniendo solución

salina Vogel 1X, dextrosa 0,5 %, extracto de levadura 0 5%, tiamina 0,50/o y

cloranfen¡col 30 pg/ml. El medio de cultivo se aplicó a una capacidad de retención de la

matriz de un 60%. Para obtener las esporas de los hongos seleccÍonados para el

montaje de la comunidad, los mismos se cultivaron en tubos con med¡o PDA inclinado

entre 7-10 días. Al final de la incubación se agregaron 2 ml de agua destilada estéril

para obtener una suspensión densa de esporas. Se utilzó una cámara de Neubauer

para determinar la concenlrac¡ón de esporas de cada aislado. La comunidad fúngica se

preparó inoculando 2 x 1Oa esporas de cada uno de los 5 hongos a¡slados

seleccionados para conformar la comunidad, y se incubó a 24'C durante 72 h pa"a

determinar los perfiles de T-RFLP y los perfiles metabólicos. Se realizaron triplicados

de los microcosmos.

2.5.1. Perfiles genéticos de los a¡slados fúngicos y la comunidad experimental

Los perfiles genéticos de los aislados y la comunidad experimental se

obtuvieron mediante la técnica de T-RFLP (Terminal restriction fragment length

polymorphism). Para ello, a partir del DNA extraído desde cada uno de los aislados

seleccionados para construir la comunidad experimental de manera independiente, y

desde la comunidad experimental en su conjunto (obtenido a partir de una

resuspensión del micello comunitario), se amplificó por PCR el marcador molecular

ITS utilizando el pariidor lTSl marcado eiT su extremo 5'con el fluoróforo 6-FANi] (6-

carboxif luoresceina) y con el partidor lTS4 sin marcar. Los productos de amplificación
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se purificaron con el kit "Ultraclean PCR Clean-up purification" (MoBio Lab. lnc.).

Mediante un análisis l/l s/rco con el progranra "IVEGA 5.0", se determinó que la enzima

de restricc¡ón de corte frecuente Bs¿Ul, genera fragmentos de restricción terminales (T-

RFs) en los amplicones de ITS de diferentes tamaños; por lo tanto, los productos de

amplificación purificados se digirieron en forma separada con 20 U de la enzima

seleccionada siguiendo las recomendaeiones del fabricante (Fermentas) Los

productos de digestión se pur¡ficaron y los T-RFs se separaron por electroforesis

capilar en un Analizador Genético 3730 (Applied Biosystems. Macrogen lnc.). Para

cada muestra se generó un electroferog rama y se compararon los T-RFS obtenidos,

con los esperados mediante el análisis ln sl/lco.

2.5.2. Perfiles metabólicos de los aislados fúngicos y la comunidad experimental

El patrón metabólico de cada aislado fúngico se determinó usando el test "FF

MicroPlate" (BIOLOG). Este ensayo consiste de placas que poseen 96 pocillos. con 95

fuentes de carbono distintas y un control (agua), en los cuales se inocula una

suspensión de esporas fúngicas. Los pocillos poseen yodo-nitro-tetrazol¡o (lNT), el cual

es usado como un indicador redox para medir colorimétricamente la oxidación de las

fuentes de carbono metabolizadas. Cuando el compuesto es oxidado, el INT se reduce

de forma irreversible a un compuesto de color rojo {lamado formazán, que posee su

máxima absorbancia a 490 nm (Kubicek y col.2002).

Cada aislado fúngico se cultivó en med¡o PDA inclinado hasta observar

abundante esporulación. A partir de este cultivo se preparó una suspensión de esporas

en agua destilada estéril. La concentración de esporas se determinó con una cámara

de Neubauer. Todas las muestras se ajustaron a una concentración de 1O'?



10

esporasipocilfo en med¡o de inoculación "FF Fluid" (BIOLOG). Se inocularon 0.1 ml de

la suspensión de esporas en cada pocillo utilizando una micropipeta multicanal Las

placas se incubaron a 24oC y se analizaron cada 24 horas con un espectrofotómetro de

multiplaca Epoch (Biotek) a 490 nm. Los datos de absorbancia obtenidos se

procesaron restando a cada pocillo el valor de absorbancia med¡do en el primer pocillo

que contiene agua (control). Un valor de absorbancia mayor o igual a 0.1 indica un

resultado positivo para un poci¡lo, es decir, que el hongo utiliza la fuente de carbono

ensayada (Dobranic & Zak 1999). Las 95 fuentes de carbono se agruparon en 6

categorías, que coffesponden a ácidos carboxílicos, amidas y aminas, aminoácidos

carbohidratos, polÍmeros y una categoría de misceláneos (Preston y col.2O02). Cada

aislado se caracterizó de acuerdo al patrón metabólico obtenido.

Para determinar el perfil metabólico comunitario, luego de la incubación, el

micelio de la comunidad se resuspendió en agua destilada estéril mediante agitación

dei sustrato por dos horas en un agitador orbital. La suspensión micelial se diluyó 10

veces en "FF Fluid" (BIOLOG). Se inocularon 0,1 ml de la suspensión micelial en cada

pocillo de las placas "FF Microplate" (BIOLOG), se ¡ncubaron a 24oC y se realizaron

medrciones de absorbancias en cada poc¡llo a 490 nm. Los datos obtenidos se

procesaron como se descr¡b¡ó anteriormente. Los valores de absorbancia obtenidos en

los 96 pocillos del test FF l\ilicroPlate de los hongos creciendo lndividualmente, se

sumaron para crear una única matriz de absorbanc¡as que refleja el perfil metabólico

esperado de una comunidad teórica. Este perf¡l téorico se comparó con el perfil

obtenido del test FF f\4icroPlaie de la comunidad experimental. Se utilizaron los valores

de absorbancia medidos hasta las 72 h, ya que después de ese t¡empo los pocillos se

encuentran muy esporulados, lo que afecta la medición de la absorbancia.



3. RESULTADOS

3.1. Características morfológicas de los hongos aislados

A padir del aislamiento directo desde la muestra de suelo se obtuvo una

variedad de organismos fúng¡cos, tanto levaduras como hongos filamentosos. De las

distintas colonias obtenidas en las piacas de purificación, se seleccionaron y purificaron

36 hongos f¡lamentosos, utilizando como criter¡o de discr¡minación sus caracteriticas

macroscócipas. Cada uno de los aislados se caracterizaron modológicamente. tanto

con las característ¡cas de las colonias (macroscópicas) como en sus estructuras

miceliales y reproductivas (m icroscópicas). Según estas características se ident¡ficaron

al menos a nivel de género, 29 de los 36 aislados (Tabla 2), los cuales se distribuyeron

en 2 div¡siones, 1O familias y 14 géneros (Tabla 47). En las secciones posteriores se

describen las principales características de los aislados que permitieron su

ident¡ficac¡ón.

Tabla 2. Resultados de la identificación de los aislados basada en los caracteres
morfológicos.

Aislado ldent¡ficación Morfológica Aislado ldent¡ficaciónMorfológica

MR-1 Aspergillus n¡ger MR.12 Cladosparium sp

l\,4R-2 Asperg¡llussp. l\4R-13 Pen¡c¡lltuncanescen6

N¡R-3 Asperg¡llus sp N4R-14 Pen¡c¡llium chrysagenunj

MR-4 Aureobas¡dtum pullulans var. pullulans l"1R 15 Peñ¡c¡ll¡um expansum

N,lR-5 Aureobasid¡um pullulans var. melanagenun l\¡R-16 Pen¡cilliun polon¡cum

l\4R-6 Purpureacilliunl¡lac¡nun1 llR 17 Pen¡c¡llium sp

l"1R-7 Ulacladium sp. l\,4R-18 Pen¡c¡ll¡unsp

f'¡R-8 Ulaclad¡un sp I!1R-19 Pen¡c¡ll¡unsp.

li'/lR 9 Paecilonyces varioti¡ l\4R 20 Pentctll¡um sp.

lvlR 10 Cladospor¡um /Dav¡d¡eila l\4R-21 Beaüver¡a sp

l\,1R-11 Cladospoflumsp. Beauveria sp
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Continuación Tabla 2-

lr R-23 Mo¡lierella sp N¡R-30 Coniothyr um sp.

IVR-24 Abs¡d¡a sp. N'lR-31 Phoma sp

¡,4 R-25 Talarcfi'y'ces fiavus lvR-32 N]

N,1R-26 NI [¡ R-33

NI \l R,34

l\l R-28 Lecythophora sp M R-35 NI

I R-29 Lecythaphara sp [¡R 36

Nl = no ident¡fcado

3.1.1. Aspergillus

3.'1.1 .1. Aislado MR-1

Una de las características macroscópicas más importantes que pe.miten la

distinción de hongos dentro del génerc Asperg¡llus, es el color de sus conidios. Los

conidios de este aislado muestran un color característico que varía desde e¡ café

oscuro al negro. Las colon¡as de MR-1 creciendo en medio PDA poseen una textLlra

rugosa y muestran un color negro. Por el reverso de las placas, las colonias muestran

un color que va desde el gris al amarillo. Estas características permilen asociar a este

aislado a la especie Asperg¡llus nqer. Su velocidad de crecimiento radial (VCR) en

medio PDA fue de 2,3 mm/día (Anexo Tabla A2).

En A. n¡ger el conidióforo nace de una estructura llamada célula pie que se

d¡lata en el ápice formando una vesÍcula esférica. De la vesícula del conidióforo nacen

las células conidiogénicas (fiálides) que se encuentran sobre otras estructuras

¡lamadas métulas. por io cual A. n¡ger presenta fiálides biseriadas. EI conjunto de

vesícula, métulas y fiálides recibe el nombre de cabeza conidial, que para el caso de /.

,lgertiene un aspecto rad¡ado. Los con¡dios son globosos y rugosos (Figura 3).
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3.'1.12 Aislado IVR-2

Las colonias del aislado lvlR-2 poseen un color verde oscuro, con matices de

amarillo en ei centro de la colonia. Las colonias tienen un aspecto flocoso, y bajo la

lupá estereoscópica se puede observar abundante presencia de conidjos, los cuaies

son de color verde. aunque algunos presentan una coloración con tonos más arnarillo.

Por el reveTso las colonias presentan un color naranla de tono fuerte. La VCR en medio

PDA bajo las condiciones de cultivo fue de 1,2 mm/día (Anexo Tabla A2).

Al microscopio se pueden observar conidióforos caractedsticos del género

Aspergillus, con su ápice vesiculado. que no es tan esférico en comparación al de A.

niger. La cabeza conidial es radrada y biseriada ya que las fiálides se encuentran

sobre métulas. Los conidios son globosos y con apariencia rugosa (Figura 3).

3.1 . 1 .3. Aislado MR-3

El aislado Ir4R-3 fue asociado al género Asperg¡llus. En sus primeros días de

crecimiento las colonias son de color blanco con un aspecto flocoso. Después las

colonias adquieren un color amarillo oscuro. similar al dorado y un aspecto de textura

polvorienta dado por la abundanie conidiación, que se puede observar con una lupa

estereoscópica. Este aislado tuvo una VCR en PDA de 1,6 mm/dia (AnexoTabla A2).

Microscópicamente. fue posible observar los típicos conidióforos del género

Aspergillus. con sus cabezas radiadas. de las cuales nacen las células productoras de

conidios (F¡gura 3).
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Figura 3. Colonias y con¡dióforos de los aislados MR-1, lvlR-2 (ambas en medio PDA) y
[1R-3 (en medio Sabouraud) del género Aspergillus. La barra indica 250 pm.
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3.1.2. Aureobasidium

3 1.2.1. Aislados N4R-4 y MR-5

Los aislados MR-4 y MR-S poseen similitudes morfológicas. Ambos forman

colonias con una textura "cremosa", simrlar a las colonias de levadura. De hecho, los

hongos de la especie Aureobasidium pullulans (la más común del género) a menudo

son llamados "levadura negra", por su forma de crecimiento y su tipo de reproduccrón

que al ser visualizada al microscopio se asemeja a la gemación de levaduras (Gaur y

col. 20'10). La diferencia entre las dos muestras radica en el color de las colon¡as. La

muestra lvlR-4 p¡esenta una coloración rosada clara, mientras que la muestra MR-5

forma colonias que al comienzo son blancas, para luego volverse negras. Existen

variedades de la especie A. pullulans. A. pullulans var. pullulans, con colonias de color

Tosado como la muestTa MR-4 y A. pullulans vat. melanogenurl con colonias de color

negro como la muestra lVlR-S (Figura 4). Las VCR de ambas variedades también son

distintas, teniendo la muestra MR-4 una VCR de 2.4 mmldia, y la muestra MR-5 una

VCR de 0,9 mm/día en medio PDA (Anexo Tabla A2).

El análisis microscópico revela el desarrollo conidial bastante particular de esta

especie. A. pullulans presenta un tipo de desarrollo llamado conidiogénesis endógena,

que consiste en que elementos de ia pared interna de las hifas envuelven a los núcleos

preexistentes en ellas, para convertirlos en conidios individuales. los cuales luego se

liberan al fragmentarse la hifa madre (Figura 4).
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Figura 4. Colonias y desarrollo conidial de A. pullulans var. pullulans (MR-4) y de A.
pullulans var. melanogenut¡ (MR-S) en medio PDA. La barra indica 250 ¡-rm.

3.1.3. Purpureocillium

3.1.3.'1 Aislado [/R-6

Las colonias poseen un aspecto similar a la gamuza, con un rápido crecimiento.

Las colonias de este aislado poseen un color característico violeta pálido (Figura 5).

aunque algunas veces también puede observarse con tonos más cercanos al café. Por

el reverso, las colonias presentan un color café muy claro, pero siendo muy oscuro en
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el centro de la colonia. La VCR de este aisiado en PDA fue de 2 4 mm/día (Anexo

Tabla 42)

Microscópicamente, se observa la presencia de conidióforos largos y

ramificados, con frálides con una clara forma de botella con largos cuellos que se

aqrupan generalmente de a tres, sin mcstrar el patrón de agrupam¡ento de penicilios.

De estas fiálides nacen los conidios, los cuales crecen en cadenas y poseen una for'l]a

semi-elipsoidal (Figura 5). Estas características permiten asociar este aislado a la

especie Purpureocillium lilacinum. Esta especie era comúnmente conocida como

Paec¡lomyces l¡acinus aunque con nuevos análisis filogenéticos. se comprobó que

este hongo no se agrupaba con este género, a pesar de poseer estructLtras

microscóp¡cas características de Paecilomyces (Luangsa-Ard y col. 201 1).

Figura 5. Colonia en PDA, conidióforos con sus fiál;des y con¡dios de P. lilacinum (MR-
6). La barra indica 250 pm.
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3.1.4. Ulocladium

3.1.4.1. Aislados ft/lR-7 y l\,4R-8

Las muestras MR-7 y MR-8 son muy parecidas en su morfologia, aunque

difieren en el color de sus colonias La muestra MR-7 presenta un color verde en sus

primeros dias de crecimiento, dando paso a un color verde muy oscuro con el tiempo

(Figura 6). Por otra parte. la muestra MR-8 presenta un color café oscuro en sus

primeros días de crecimiento, adquir¡endo luego un color negro. Ambas muestras

poseen un color café en sus reversos. La textura de las colonias de ambas muestras

es de aspecto flocoso, aunque la muestra MR-7 es un poco más aterciopelada. Las

VCR de ambas muestras en PDA son similares, 2,9 mm/día para la muestra l\lR-7 y

2,8 mm/día para la muestra MR-8 (Anexo Tabla A2).

El rasgo microscópico más notorio de estas muestras es la presencia de

macroconidios septados multinucleados, que son característicos del género Uloclad¡um

(F¡gura 6). Éstos se denom¡nan conidios tréticos, que son formados por un tipo de

conidiogénesis donde cada conidio es delimitado por una extensión de la pared interna

de su céiula conidiógena, la cual luego lo expulsa por un pequeño orificio o canal. Los

conidios observados en las muesiras MR-7 y IVR-8 se presentan típicamente soliiarios

y poseen una forma elipsoidal. aunque también se observan varios con formas más

irregulares. Además. presentan septos, ya sea transversales, long¡tudinales u oblicuos.

o una combinación de éstos. Esta disposición de ¡os septos de los conidios de

Ulocladium sp. es un rasgo que permite drstinguir a este género de otros similares,

como por ejemplo CuNular¡a sp. que solo presenta conidios con septos transversale§.
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Figura 6. Colonias en med;o Sabouraud y conidios tréticos septados de Uloclad¡um sp.
(lt/R-7 y [/]R-8). La barra indica 250 pm.

3.1-5. Paecilomyces

3.'1.5.'1. Aislado IVIR-9

Las colonias de la muestra MR-9 se caraclerizan por su color amarillo cercano

al café, simiiar al color de Ia arena (F'gura 7). Por el reverso las colonias presentan una

coloración un poco más pálida que la observada frontalmente. Las colonias presentan

una textura suave con apariencia similar al polvo. Una de las caracteristicas más

t
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llamativas de esta muestra con respecto a los demás aislados es su rápido crecimiento

(VCR en PDA de 7,6 mm/dÍa; Tabla.A2), dado que a los pocos días. una sola colonía

es capaz de cubrir una placa con medio PDA.

Con respecto a sus características microscópicas, se observa que los

conidióforos no poseen célula basal y el ápice de óste no es vesiculado como en e

caso de Aspergillus. El conidióforo no es tan largo como en Purpureoc¡ll¡um lilacinum

(Paec¡lomyces l¡lacinus). Como es característrco de los hongos del género

Paec¡lomyces, las fiálides presentan largos y finos cuellos, y se pueden encontrar

solitarias o agrupadas (aunque no como penicilios). Los conidios nacen desde estas

fiálides y se ramifican en largas cadenas acropétalas. Los conidios poseen una forma

elipsoidal y una apariencia lisa (Figura 7). Estas características morfológicas permiten

asocia!- a este aisiado a la especie Paec¡lomyces var¡ot¡¡.

F¡gura 7. Colonia en medio PDA, conidióforo y conidios en cadenas de P. vanofli (MR-
9). La barra indica 250 pm.
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3.1.6. Cladosporium I Davidiella

316'1 . AisladosIVR-10. lvlR-'l 1yIVR-12

Las colonias de las muestras MR-l'1 y IVR-12 se relacionan con ei género

Cladosporium y poseen un color verde oliva en sus primeros días de crecimiento para

dar paso a un color verde más oscuro en las colonias más viejas, con una textura

aterciopelada (Figura 8). Por el Teverso las colonias muestran un color verde muy

oscuro, casi negro. Por otra parte, la muestra l\ilR-10 mostró una alternancia en sus

morfologías, teniendo algunas veces la apariencia morfológica del teleomorfo de

Cladosporium (correspondiente al Gónero Dav¡d¡eila), manteniendo aigunas

características similares a su anamorfo, como por ejemp¡o el cclor de las colon¡as,

aunque su aspecto aterciopelado es más notorio y su crecimiento radial es más

reducido. Otras veces presentó una morfología sim¡lar a las de MR-11 y MR-12. La

VCR de la muestra IVR-10 es de 1,3 mm/día. la de la muestra I\ilR-11 es de '1,8 mm/día

y la de la muestra MR-12 es de 1,0 mm/día (todas en medio PDA: anexo Tabla 42)

Al observar las muestras (lUR-10, IúR-11 y IMR-12) al microscopio, se obseTVan

conidióforos bien diferenciados con múltiples ramas con¡diógenas (Figura 8). Se

pueden ver ramoconidios, que son cofias Tamas apicales de un conidióforo que se

libera del conidióforo rnicial y que funciona como un conidio. Estos ramoconidios se

caracterizan por poseer su base truncada. También se pueden observar ramoconidios

secundarios, que se generan en la misma cadena del ramoconidio primario, y que dan

origen a los conidios propiamente tal. Los conidios muestran un desaffollo blástico y

crecen ramificados en cadenas acropétalas. Los conidios son alargados (elípticos) y de

textura lisa. En cuanto a Ia muestra MR-i 0, no fue posible observar estructuras de
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reproducción sexual (teleomórficas), aunque sí se lograróñ obseruar las anamórficas lo

que podría dar cuenta de una alternancia enti"e ambos estados reproductivos.

Figura 8. Colonias en medio PDA conÍdióforos ramifrcados y con¡d¡os crec¡endo
cadenas de Cladosporium lDav¡d¡ella (MR-10) y Cladospor¡um sp. alvR-11 y iVR-12).
barra indica 250 pm.

en
La
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3.1.7. Penicillium / Talaromyces

3.1.7.1 . Aislado MR-13

Las colonias de la muestra tvlR-'13 (asociadas al género Penicillium) creciendo

en PDA se caracter¡zan por su textuta flocosa, con un color blanco aunque también

muestTa tonos verdes (Figura 9). Por el reverso las colonias son de color café. Con Ia

lupa se puede observar la presencia de gotas de exudado transparentes en la

supeffic¡e de las colonias. Esta muestra presenta un fuerte y característico olor a tierra

mojada, probablemente por la producción de geosmina. ya que se ha visto que otros

hongos de este género producen este compuesto (Mattheis & Roberts 1992). Su VCR

en PDA es de 0,7 mm/día (Tabla A2).

Al microscopio se observan los conidióforos característicos de los hongos de

este género (Figura 9). Éstos presentan las fiálides agrupadas en penic¡lios, de los que

nacen ios conidios que crecen en cadenas. A la vez, los conidióforos son biverticilados,

ya que presentan métulas balo las fiálides (no nacen directamente de los conidióforos).

Los con¡dios son globosos y {evemente rugosos. Estas características permiten asociar

este aislado al genero Penillium y probablemente a la especie P. canescens.

Figura 9. Colonias en medio PDA y conidióforos de P. canescens (MR-13). La barra
indica 250 pm.
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Las colonias def aislado MR-14 (asociado al género Penicillium), en medio PDA.

son de color verde y muestran una textura suave similar al polvo (Figura 10). Por el

reverso las colonÍas son de un color gris con tonos de color roio. Una de las

características más llamativas de esta muestra es su gran capacidad de esporulaciÓn,

formando siempre un gran número de colonias en los medtos de cultivo. La VCR en

medio PDA es de '1 ,9 mm/día (Anexo Tabla A2).

Al microscopio pueden observarse conidióforos triverticilados, ya que tienen dos

estados de ramificación, presentando fiálides con ramas bajo las métulas (Figura 10).

Las fiálides tienen forma de botella pero sus cuellos son más cortos en comparación a

otras muestras del género. Los conidios son esféricos, lisos y crecen en cadenas.

Estas características son similares a l3s descritas para ia especte Pen¡c¡ll¡um

chrysagenum.

Figura 10. Colonias en medio PDA y conidióforos de P. chrysogenum (l\lR-14).
barra indica 250 pm.

La
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3.1.7 3. Aislado MR-15

Las colonias del a¡slado l\ilR-15 (asociado al género Penicillium) en medio PDA

muestran una textura simiiar a la de P. chrysogenum, sua le similar al polvo. El color de

las colonias es de un verde más claro que P. chrysogenum y muestran Lln

caracterÍstico borde de color amarillo (Figura '11). Por el reverso las colonias son de

color amarillo claro. Posee un olor simllar al descrito en P. canesces. Su VCR en PDA

es de 1 ,8 mm/día (Anexo Tabla A2).

Posee conidióforos biverticilados, con fiálides agrupadas en penicilios (Figura

11). Éstas son más grandes en comparación a las de P. chrysogenum, al igual que los

cuellos de estas células. Los conidios crecen en cadenas, son esféricos y lisos Estas

características son similares a las descritas para la especie Penicill¡um expansum.

F¡gura 11. Colonias en medio PDA y con¡dtófcros de P expansum (lVR-15). La barra
indica 250 pm.

a#,*



J5

3.1.7.4. Aislado MR-1b

En los primeros días de crecimiento. el aislado [/R-16 (asociado al género

Pen¡c¡llium en medio PDA, posee colonias que muestran un color blanco, para

volverse de un color verde claro con un marcado borde blanco al pasar los días (dado

por la aparición de esporas). Las colonias más viejas toman un color verde oscuro. Por

el reverso las cclonias son de color blanco con tonos de amarilio. La textura de las

colonias es flocosa y bajo la lupa estereoscópica se puede observar la presencia de

gotas de exudado transparentes en la superficie de éstas (Figura 12). Posee una VCR

en PDA de 0,9 mm/día (Anexo Tabla 42).

Los conidióforos son monoverticilados, ya que las fiálides que están agrupadas

en penicilios nacen directamente de éste (Figura 12). A la vez, las fiálides poseen

forma de botella, relativamente largas, aunque sus cuellos son más cortos. Los

con¡dios crecen en cadenas, son esféricos, aunque levemente elipsoidales, con textura

un tanto rugosa. Sus caracteristicas morfológicas son similares a las descritas para ia

especie Pen ic¡ I I i u m pol o n icu m.

Figura 12. Colonias en medio PDA y conidióforos de P. polonicum (l\lR-16). La barra
indica 250 pm.
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3 1 7.5. Aislados lVlR-17, l\,{R-18, fvlR-'19 y IVR-20

Eslos aislados del géneto Penictllium son diferentes morfolÓg icamente, aunque

comparten la característica de producir conidios que con el tiempo hacen que las

colonias se pongan de color verde. Las muestras [/R-17 y l\lR-19 poseen L]na textura

f locosa, mientras que la [/R-18 y IVR-20 presentan una textura polvorienta. En medio

Sabouraud Ia muestra l\l]R-17 produce un compuesto soluble que hace que el medio

inicialmente café claro, se vuelva de color amarillo (Figura 13), mientras que las otras

tres muestras hacen que el medio se vuelva de color naranjo oscuro. Por otra parte, la

muestra IVIR-19 produce gran cantidad de gotas de exudado visibles a simple vista. La

VCR de la muestra MR-17 es de 0,9 mm/día la de MR-18 es de 0,9 mmldía, la de IVIR-

19 es de 0,6 mm/día y la de MR-20 es de 0,5 mm/ciía (Anexo Tabla 42).

lvlicroscópicamente, se pueden observar los conid¡Óforos característicos de los

hongos del género Penicilliuln, con sus fiálides agrupadas en penicilios y sus esporas

naciendo de éstas crecienco en largas cadenas (Figura '13).

Figura'13. A. Colonias en medio Satrouraud y conidióforos de Penicillium sp. (MR"l7).
La barra indica 250 pm.



Figura 13. B. Colonias en medio Sabouraud y conidiÓforos de Pen¡c¡ll¡um sp. (MR-18.

MR-19, MR-20). La barra indica 250 pm.
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31 76 Aislado IVR-25

Las características morfológicas de este hongo permiten asociarlo a la especie

Talaromyces f/a vus (Teleomorto de Penicillium). Las colonias del aislado MR-25 tienen

una textura similar al polvo, siendo muy parecidas a las del géneto Penic¡l¡¡um (verdes

con un borde blanco). Con más días de crecimiento las colonias adquieren un color

verde más oscuro en su centro, presentando una textura particular en esa zona, similar

a cabellos, lo cual puede observarse mejor bajo la lupa estereoscópica. Esta apariencia

puede deberse a la producción de estructuras de reproducciÓn sexual por parte de este

hongo, ya que es un género holomorfo (Piontelli-Laforet 201 1). Otra característica

particular de esta muestra, es la producción de un compuesto de color rojo, el cual

puede observarse de forma abundante por el reverso de las colonias creciendo en

medio PDA (Figura 14). La VCR de este aislado es de 4.7 mm/día; Anexo Tabla A2).

Al microscopio sólo se pudo observar las estructuras de reproducciÓn asexual

del hongo. Se observan los conidróforos iípicos del género Penicillium, presentando las

fiálides agrupadas en penicilios (Figura 14). Los con¡dióforos son b¡vert¡cilados ya que

las fiálides nacen de métulas, las cuales son casi del tamaño de las fiálides. Estas

últimas son alargadas y presentan finos cuellos. Los conidios crecen en cadenas,

poseen una forma elipsoidai y una textura lisa.
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Figura 14. Colonias en med¡o PDA y conidióforos con conidios de T. flavus (MR-25)

La barra indica 250 pm.

3.1.8. Beauveria

3.1.8 1 Aislados MR-21 y MR-22

Las características morfolÓgicas de estos aislados permiten asociallos al

género Eeauverla. Los aislados l\4R-21 y MR-22 comparten muchas caracteristicas

morfológicas. Ambas muestras poseen una textura algodonosa y un característico color

blanco en colonias con varios dÍas de crecimiento. La diferencla en ellas radica en el

color de sus colonias en los primeros dias de crecimiento. l\,4ientras que la muestra MR-

21 es de color blanco y amarillo claro por el reverso, la muestra MR-22 es de colol

rosado por ambas caras (Figura '15). Además, MR-22 produce un compuesto soluble

de color rosado en medio Sabouraud y PDA, aunque no en gran cantidad (solo

alrededor de la colonia y no en todo el medio). Se ha descrito que B. basskra (uno de

los hongos más comunes del género) presenta ambas características morfológicas

mencionadas anteriormente (Zimmermman 2OA7). En el caso de la muestra lvlR-21. en
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alglrnos casos fue posible oilseruar una característ¡ca morfoiógica distinta a ia descrita,

la que consiste en un crecimiento radial más reducido, pero junto a un considerable

aumento del crecimiento vertÍcal de las colonias. A la vez, la textura de las colonias no

era algodonosa. si no que era más bien sÓlida. Estas caracteristicas corresponden a

las del teleomorto de Beauverla, llamado Cordyceps. lo cual da cuenta de la

alternancra de ambos estados reproductivos de esta muestra. La VCR en PDA de MR-

22 (1,3 mmldía) fue levemente mayor a la de la muestra MR-21 en el mismo medio (1.0

mmldia) (Anexo Tabla A2).

Ambas muest.as comparten sus caracl.erísticas mtcroscópicas. Las células

conidiógenas no están agrupadas, son solrtarias y poseen forma de botella. Varios

conidios nacen de una misma célula conidiÓgena aunque la folma en que éstos se van

generando es un rasgo distintivo de este género. Los conidios poseen un desarrollo

slmpoidal. que implica que los conidios que se van generando se agrupan en

repeticiones laterales debajo del conidio inicial. razÓn por la cual las esporas parecen

agruparse en ztg-zag a partir de la célula conidiógena. A la vez, los conid¡os poseen

una forma subesférica y de textura lisa (Figura '15).
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Figura 15. Colonias, conidióforos y conidios cje MIR-21 en medio PDA y de iVR-22 en
med;o Sabouraud. La barra indica 250 pnr.

3.1.9. Mortierella

3.1.9.1. Aislado MR-23

Las características morfológicas de este aislado permiten asociarlo al género

Moñierella. En los primeros días de crecimiento en med¡o Sabouraud, se caracterizan

por crecer ampl¡amente, pero solo su micel¡o, sin la aparición de esporas en la

superficie. El micelio, a diferencia de otras muestras, es sóiido a¡ tacto y tiene una
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apariencia como si esiuviera formado por capas. Las colonias con varios días de

crecimiento esporulan, adqurriendo un color blanco en sus superficies y tienen un

aspecto algodonoso pero muy sólido (Figura 16). Por el reverso, las colonias muestran

su micelio creciendo en capas. Posee una VCR en PDA de 2,7 mm/dia (Anexo Tabla

A2). Al ser un hongo Zygomycota, Moi¡erella posee esporangióforos en lugar de

conidióforos. y esporang ioesporas en lugar de conidios Las cabezas de los

esporangióforos son redondas, y apenas puede observarse la presenc¡a de métulas

(Figura 16). Además. se pudo observar un esporangióforo con su pared desintegrada

Io que permitió distinguir las esporangioesporas de Moñierella, las cuales poseen una

forma eiipsoidai (Figura '16).

Figura 16. Colonia en medio PDA, esporangióforo y esporas de Mo¡fierella (MR-23).

La barra indica 250 pm.
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3.1.10. Absidla

3 1 '10 1 Aislado l\4R-24

Las colonias de la muestra MR-24 en sus primeros días de crecimiento,

presentan un micelio similar al de Moft¡erella, con un aspecto de capas, aunque con

una textura más globosa y de un color café. Entre los dos y tres días de crecimiento.

comienza a producir una gran cantidad de hifas aéreas creciendo veriicalmente a la

colonia, que pueden ser observadas a simple vista (Figura 17). Con más días de

crecimiento, las colonias se cubren totalmente por hifas aéreas, las cuales llegan a

tocar la tapa de la placa donde están creciendo. Estas colonias vieias se observan de

color café. La VCR de esta muestra es de 0,3 mm/dÍa (Anexo Tabla A2).

Al microscopio, pueden observarse los esporang¡óforos característicos del

género Absldla, que son piriformes. La cabeza globosa del esporangióforo se

denomina esporanglo. en el cual puede observaTse una columela y las

esporangioesporas sobre éstas. La estructura con forma de embudo que une el

esporangio con el esporangióforo se denomina apófisis, bajo la cual se puede observar

la presencia de sepios (Figura '17).

Figura 17. Colonia en medio Sabouraud y esporangiÓforo con esporas en su cabeza
de Abs/dla sp. (lti R-24). La barra indica 250 pm.
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3.1.11. Coniochaeta I Lecythophoru

3 1.11.1. Aislados MR-26 y MR 27

Las colonias de estas muestras se caracterizaron poT mostrar una variedad de

aspecios morfológicos distintos, a pesar de ser crecidas en el mismo medio y a la

misma iemperatura. Las mueslras MR-26 y MR-27 se caracteflzaron por presentar una

textura sólida y un crecimiento radial más reducido (VCR en PDA de 0,9 y 0.6 mm/dia,

respect¡vamente) (Anexo Tabla 42). El color de las colon¡as de la muestra I\/R-26 era

naranjo y el de Ia MR-27 era similar aunque con un tono más cercano al rosado (Figura

18). No fue posible observar estructuras reproductivas de interés en estos alslados.

Esta caracterización fue insuf¡c¡ente para aproximarse ai género de estos aisiados,

aunque con los resultados del BLAST (como se mostrará más adelante), se determ¡nó

que ambas muestras pertenecen al género Coniochaeta (teleomorfo).

Figura 18. Colon¡as en medio PDA de /os a/-s/ados MR-26 y MR-27.
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3 1.11 2. Aislados MR-28 y IVR-29

Las muestras iVR-28 y MR-29 poseen una texiura sólida. aun-que no tanto como

las muestras MR-26 y IVR-27 Además su crecimiento radial es mayor que el de las

otras dos muestras, con una VCR en PDA de 1,3 mm/día tanto para las muestra MR-

28 como para lvlR-29 (anexo, Tabla A2). El color de sus colonias es muy particular ya

que se observan anillos en ellas, que van desde el color rosado, al café oscuro (Figura

19). Estas características perm¡ten concluir que estas muestras pertenecen al género

Lecythophora, que es el anamorfo de Coniochaeta fmuestras MR-26 y MR-27 como se

mostrará más adelante en el anál¡sis molecular). Sin embargo, fue posible observar

una alteTnancia en la morfología de las colonias de lüR-28 y MR-29. pTesentando en

algunos casos las mismas caracteristicas macroscópicas de los aislados lVlR-26 y MR-

27 (Caniochaeta), lo que al comienzo dificultÓ la caracterización de las mismas.

Con respecto a sus características microscópicas, no fue posible observar las

estructuras reproductivas sexuales de Coniochaeta, aunque sí se pudo observar las

asexuales de Lecythophora (Figura 19). Se observan f iálides no terminales, es decir,

intercalares en las hifas. Estas fiálides son langeniformes (con forma de frasco) y se

caracterizan por poseer engrosam¡entos, lo que les da un aspecto de hincham¡ento.

Cuando el hongo ya está esporulado es muy difícil observar estas fiálides ¡ntercalares,

lográndose ver solo los conidios elipsoidales por los costados de las hifas.
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Figura 19. Colonias en medio PDA y f iálides intercalares de Lecythophom (MR-28 y
Ir/R-29). La barra ind¡ca 250 pm.

3.1"12. Coniothyrium

3.1.12.1. Aislado [/]R-30

En sus primeros días de crecimienio las colonias de la muestra [4R-30

presentan una textura flocosa muy compacta y de color café. Con varios días de

crecimiento, las colonias adquieren una textura más sÓl¡da, aunque aÚn conservan su

textura flocosa compacta en el centro. La coloración de estas colonias es l¡amativa ya
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que se observan colores en anillos, que van desde un color verde en el centro de ias

colonias, siguiendo por un verde más oscuro, para luego obseryar un color café en el

borde de las colon¡as (Figura 20). También se pueden observar puntos negÍos que

cubren la sLrperficie de ellas. Estos puntos negTos se observan mejor con la lupa

estereoscópica los cuales corresponden a sus estructuras |eproductivas. Su VCR es

de 3,2 mm/dia (Anexo Tabla 42). Con respecto a estas estructuras reproductivas, se

observaron con más detalle en el microscopio y reciben el nombre de picnidios. Éstos

son cuerpos fructíferos asexuales, con una forma de pera o también subesférica

(Figura 20). En la cavidad interna del picnid¡o se encuentran las células conidiógenas

en sus paredes. de las cuales nacen los conidios que llenan la cavidad y que son

liberados por un orificio apical del picnidio. En este caso no pudo verse el p¡cnidio con

mucho detalle, aunque si se logra.on observar entrelazados a las hifas, y con una

forma subesférica y llenos de conidios. También fue posible observar los conidios

liberados de los picnidios. los cuales son elipsoidales y de textura l¡sa Estas

características son similares a las descritas para los hongos del género Coniothyrium.

Figura 20. Colonia de Con¡othyr¡um sp. en medio PDA y un picnido entre sus hifas
(MR-30). La barra indica 250 Um



48

3.1.13. Phoma

31 13.1 Aislado MR-31

En sus primeros días de crecimiento, las colonias de la muestra l\ilR-31 tienen

una textura flocosa y un cofor entre café y verde. Se observa producción de p¡gmento

café claro en el medio sabouraud. con más días de crecinn¡enio, las colonias poseen

un color café con manchas negras, y con una textura aterciopelada (Figura 21). La

presencia de pigmento en el medio ya no es tan clara Posee una VCR de 0,7 mm/día

(Anexo Tabla A2).

M icroscópicamente fue posible observar picnidios al igual que en la muestra

MR-30, aunque en este caso fue posible observarlos long itudinalmente. Aunque el

ostiolo (orificio por donde se liberan los conidios) se observa muy abierto, se infiere de

todas formas que el picnidio posee forma de pera. También se puede ver que los

conidios nacen a part¡r de las paredes del picnidio. y poseen una forma muy alargada

(Figura 21). Estas características han sicio descritas para los hongos del género

Phoma

Figura 21. Colonia en medio PDA y secciÓn longitudinal del picnidio de Phoma sp

(MR-31) La barra indica 250 pm
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3.1.14. Aislado MR-32

Las colonias del aislado lrllR-32, se caracterizan por su alta velocidad de

crec¡m¡ento (vcR de 12.2 mmldía, Anexo Tabla 42), que le permite cubrir toialmente la

placa en poco tiempo. Las colcnias son de color amarillo muy planas y con una textura

sólida, lo que ie da una apariencia de cofteza que cubre el medio de cultivo (Figura 22).

Microscópicamente, se observaron estructuras reproductivas que se encuentran

terminales a las hifas septadas, sin embargo, se observó que a partir de esa estructura

crece otra hifa, quedando intercaladas entre elias. con estas características no se

pudo asociar este aislado a ningÚn género en particular.

Figura 22. Colonia en med¡o PDA y conid¡óforo de MR-32. La barra indica 250 pm

3.1.15. Aislado MR-33

Al igual que la muestra MR-32, la muesira N/R-33 se cataclertza por ser muy

plana y por poseeT una texiura sÓlida aunque en las colonias más viejas se aprecia

una textura levemente similar a la gamuza (Figura 23). También posee una velocidad
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de crecimiento alta con una VCR de 6.1 mm/dÍa (Anexo Tabla A2) No fue posible

observar sus estructuras reprodL¡ctivas en el microscopio

3.1.16. Aislado MR-34

Las colonias son de color rojo. con una textura levemente flocosa y sÓlida en el

centro. Con más dias de crecimiento. las colonias adquieren un color negro,

atercaopeladas en los bordes y con una maTcada estruciura sólida en el centro (Figura

24). Su VCR en PDA es baja, con 0,6 mm/día (Anexo Tabla 42) Fue posible observar

las esporas de este hongo, las que poseen una forma subglobosa (Figura 24). Sin

embargo, no fueTon suficientemente particulares para asociarlas a ningún género.

,E@

Figura 23. Colonias en medio PDA del aislado iVR-33.
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Figura 24. Colonias en medio Sabouraud del aislado MR-34 y sus esporas. La barra
indica 250 !rm.

3.1,17. Aislado MR-35

Las colonias poseen una iextura flocosa. Ai comienzo son de color rosado, y

con más días de crecimiento poseen tonos más oscuros en su centro. Se caracterizan

por la abundante producción de un compuesto que tiñe el medto Sabouraud a un coior

café muy oscuro (Figura 25). Su VCR en medio PDA es de 1,6 mm/día (Anexo Tabla

42) No se logró obseniar sus estrlicturas reproductivas al microscop¡o

Figura 25. Colonias en medio Sabouraud del aislado MR-35.
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3.1.18. Aislado MR-36

Las colonias de la muestra MR-36 poseen una textura flocosa y un color café'

aunque con tonos que se acercan al gris y al verde (Figura 26) Su apariencia es muy

similar al de las muestras MR-7 y MR-8 (Utocladium sp-)' No se logró observar sus

estructuras reproductivas al microscopio' La VCR de este aislado en PDA es de 2'8

mm/día (Anexo Tabla 42)

Figura 26- Colonias del aislado [,4R-36

3.2. ldentif¡cación molecular de los a¡slados fúngicos

Paraconfirmartaidentificacióndelosaisladosfúngicosrealizadamediantela

caracterización morfológica, se analizaron las secuencias de los marcadores

molecularescorrespond¡entesalosgenesquecodificanlosRNAsrlbosomaleslSSy

28S y la región intergén¡ca (lTS).
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3.2.1. Obtención del DNA y amplificación de los marcadores moleculares

Para la caracterización molecular de los aislados se realizó una extracción de

DNA total de cada uno de los aislados fúngicos, la calidad e integridad del DNA se

determinó por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Luego se amplificaron los

marcadores moleculares y los amplicones obtenidos se visualizaron en electroforesis

en gel de agarosa al 1.2o/o. obteniendo amplicones de un tamaño de aproximadamente

1500 pb para el rDNA 28S, de 1500 pb para el rDNA 18S y 600 pb para el marcador

ITS (Figura 27)

1500

1000

500

100

Figura 27. Electrofores¡s en gel de los marcadores rDNA 28S (A), 18S (B) e ITS (C),

usando el marcador de peso molecular 1 00bp (100-3000).

3.2.2. Secuenc¡ación de los marcadores moleculares y análisis de las

secuencias.

Se obtuvieron las secuencias nucleotídicas de los amplicones de los diferentes

marcadores para cada aislado, las cuales se obtuvieron por medio de una

secuenciación en un solo sentido. Las secuencias se revisaron para eliminar sus

extremos, de manera de utilizar sólo la zona del electroferograma que presentó una

adecuada calidad para los análisis posteriores. Las secuencias nucleotídicas de los

aislados obtenidas se asociaron a las secuencias de la base de datos del NCBI,

..].
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escogiendo aquellas secuencias que presentaban un mayor porcentaie de cobertura e

identidad con la secuencia de las muestras analizadas. Los resultados detallados del

análisis del BLAST para las secuencias de los marcadores rDNA 28S rDNA 18S e ITS

se muestran en los anexos en las Tablas 43, 44 y 45, respectivamente; un resumen se

muestra en la Tabla 3. Este análisis permitiÓ asociar molecularmente a que género o

especie pedenece cada uno de los aislados. Existieron casos en los que no fue posible

ana¡izar las secuencias de alguno de los tres marcadores moleculares mediante

BLAST, ya que se encontraban defectuosas o eran muy cortas para ser alineadas. La

clasificación taxonómica de los aislados con respecto al marcador molecular rDNA

28S, indica que éstos se agrupan en 1 división, 3 clases, 6 órdenes, 8 familias y'12

géneros. Con respecto al marcador molecular rDNA 18S los aislados se agrupan en 3

divisiones, 5 clases, 8 órdenes, 12 familias y 17 géneros. Según el marcador molecular

ITS los aislados se agruparon en 3 divisiones, 5 clases. 8 órdenes, l5 familias y 20

géneros (Tabla A7). Los datos de agrupamientc taxcnómico indican que el marcador

ITS es el más resolutivo a nivel de familia género y especie.

Tabla 3. Resultados de la identificación de los aislados basada en los marcadores

moleculares.

rDNA 28S rDNA',85

tvtR-1 AsperEllus niger Asperqillus n¡ger Asperg¡llus nBer

NIR-2 Aspergillus vers¡colar

t\4 R-3 Aspergillus sp. Asperq¡llus wenli¡ Aspergillus went¡i

l,4R-4 Aureobas¡ctut¡1 pullulans Aureabasid¡un pullulans Aurcobas¡d¡um pullulans

ALtreabasñ¡um pLtllulans Aureobas¡d¡un pullulans Dalh¡deamycetes sp.

l\,1R-6 Paeülomyces l¡laclnus P u rpu reocil li u m l¡l aci n u n

t/R-7 Altemar¡a sp Ulacladium sp. UlocÍad¡um sp
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Continuación Tabla 3.

]\IR B Altemaria sp. Uloclad¡um sp. Ulacladiutli sp.

t\1R-9 Paec¡lomyces vaiat¡i Paecilamyces var¡oti¡ Paec¡lamyces var¡at¡i

tulR-10 Davñ¡ella tassiana

MR-l1 Cladospariurncladospario¡des Dawd¡ellaceaesp. Cl ad as pa r¡ u fi c I a d as p ana ! d e s

IVR 12 Cladospoflum bruhne¡ Cladaspor¡ut11 bruhnei Cladaspar¡um cladaspor¡aides

N1R 13 Pen¡ctllrum canescers

IV]R,14 P eni ci li i t¡ nt ch rysog enLt r¡1 Pe n ic ¡l I u m ch ry sagenu m

[/R-'15 Penicilliun expansun

t\,4R-16 Pen¡cill¡ufi palonicunj

tvtR-17 Pen¡c¡ll¡um sp Pen ¡cill ¡ u fi rase a p u rp u reu m

MR-18 Pencillium sp Penic¡l!iufi carescers

t]'/tR- 1 I Penic¡ll¡um sp

I\,1R-20 Pe[t¡c¡ I li u m ca n e scen s

[,4 R-21 Beauveria bass¡ana Beauveria braon¡añ¡i Beauver¡a bass¡ana

[,4 R 22 Beauveria sp Beauver¡a bass¡ana Beauvena bass¡ana

IVR.23 Maiierella alp¡na Mañ¡erella alpina

N4R-24 Abs¡d¡a sp

t\,1R-25 Talaramyces flavus Talarafiyces flavus Tafaromyces flavus

]\lR-26 Con¡ochaeta sp. Can¡ochaeta velutina Lecythaphora sp.

t\l R-27 Conrcchaeta sp Con¡achaeta sp. Con¡achaeta sp.

MR-28 Caniochaeta sp Can¡ochaeta velutina Lecythaphara sp

t\l R-29 Con¡ochaeta sp Can¡ochaela veluttna Lecythapho[a sp

t,4 R-30 Can¡othyr¡un sp. Con¡athyriun sp. Paracanioth'lriu n7 sp.

MR-31 Phoma sp.

t4 R-32 Phanerachaete sp Phanerochaete sord¡da

N4 R-33 Trcmetes sp. Trarnetes vers¡calor

t\l R-34 Preuss¡a sp. Preus6ta l¡gnicola P/?ussla sp.

llR 35 Phoma sp Phaeasphaer¡a sp. Slaganaspara sp.

ll R,36 Alternaria sp Alternar¡a alterñata Embell¡s¡a sp
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Al complementar los resultados de BLAST de los diferentes marcadores

moleculares. y a la vez, con ayuda de la caracterización morfológica, se logrÓ Ilegar a

una identificación consenso má§ probable paru cada aislado (Tabla 4), para lo cual se

le asignó mayor importancia al resultado obtenido con el marcador ITS (más resolutivo)

y a lo observado con la morfología (Tabia A6).

Tabla 4. ldentificación de los alslados propuesta de acuerdo a la caracterizaciÓn

morfológica y molecular

Aislado ldent¡ficaciónmásprobable Aislado ldentiticaciónmásprobable

¡/tR 1 Asperyillus nigel IVR-19 Pen¡c¡ll¡un sp.

i\,1R-2 Aspergillus vers¡colar tulR-2o Penic¡llium sp

lR 3 Asperg¡llus went¡¡ tvlR,21 Beauveria bassiana

l\,1R-4 Aureobasidiun pullulans var pullulans MR-22 Beauveriabassiana

[,1R-5 Aureobas¡dium pullulans var. nelanagenunt IVR-23 Man¡erella alptna

t\,4 R,6 Pu r Du reac¡ ll ¡ u m l¡ I ac¡n u m MR-24 Abs¡d¡a sp.

tvtR-7 Ulaclad¡um sp. lvlR-25 Talaramycesflavus

t\4 R-8 Ulocladium sp l\¡R-26 Con¡achaeta sp

[¡R S Paecilanyces variolt¡ lV R-27 Contachaeta sp

I'lR-10 David¡ellatass¡ana I\,1R-28 Lecythopharasp.

l,¡R-1'l Cladosporium cladaspor¡a¡des l\4R-29 Lecythapharasp

l\lR-12 CladaspariunTbruhnei l\4R-30 Con¡othyr¡unsp

I\¡R-13 Pen¡c¡lliut|lcanescer,ls l\,1R 31 Phoma sp.

I\4R 14 Pentc¡ll¡um chrysogenunt MR-32 Phanerochaetesp.

lvlR-15 Penrc¡lliumexpansun MR-33 Trametes vers¡colar

llR J6 Pencll¡um palonicum llR-34 Preuss¡a sp.

N,1R-17 Pen¡c¡ll¡um sp Staganospora sp

tulR-18 Pen¡c¡lliun sp. N,1R-36 Embellisia sp
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Al comparar los resultados de Ia caracterizaciÓn morfológica y molecu¡ar con

Tespecto a la identificación más probable de ios 36 aislados (Figura 28). se puedc

observar que la caracterización con el marcador ITS fue Ia que mejores resultados

entregó (86,"1% de coincidencia). Los resultados de la caracterizaciÓn morfológica

coincidieron en un 77.8% con la identificación más probable, lo cual indica además que

esta caracterización se ajusta mejor con los resultados del marcador lTS. Los

marcadores rDNA 18S y 28S obtuvieron menores porceniales de coincidencia con la

identif¡cación más probable (75,0% y 63,9% respectivamente).

Figura 28. Coincidencias entre las d¡ferentes herramientas usadas en la identificación
de los aislados fúngicos y la identificación consenso.

Al analizar esta comparación a nivel de los géneros fúngicos obtenidos por cada

una de las caracterizaciones (Figura 29), se puede ver que el maTcador rDNA 28S fue

el menos resolutivo, ya que no fue capaz de detectar a los géneros fÚngicos Moftierella

y Absidia (Zygomycota) Phanerochaete y Trametes (Basidiomycota), incluyendo a
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algunos Ascomycotas como Ulocladium. Por otra parte, existieron algunos géneros que

sólo fueron identificados por el marcador lTS, como por ejemplo Embellisia o

Sfagonospora, Además. el marcador ITS fue capaz de identif¡car el género de los 7

hongos no identificados en la caracterizac¡ón morfológ¡ca. Algunos géneros como

Pen¡cillium, Aureobasidium, Talaromyces, Cladospor¡um y Beauver¡a fueron

identificados en cada una de las caracterizaciones.
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Figura 29. Coincidencias entre las diferentes herramientas usadas en la identificación
de los aislados fúngicos y la identificación consenso a nivel de género.

Con respecto a la identificación más probable, los 36 aislados se agruparon en 3

divisiones, 6 clases, 8 órdenes, 15 familias y 21 géneros (Tabla 5). La división más

abundante fue la Ascomycota (88,8%), la clase más abundante fue Dothideomycetes

(36,1olo), el orden más abundante f ue Eurotiales (33,3%), la famil¡a más representada
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fue Trichocomaceae (36,1%) y el género más abundante fue Penicillíum (22,2%)

(Figura 30)

Tabla 5. Distribución en los diferentes niveles taxonómicos de los aislados fúngicos
identif¡cados.

Div¡s¡ones Fámilias Géneros
Asperg¡llus __- 3

Paecilotnyces -- 1

Pen¡cill¡um IEu rotiomycetes Eurotrales Trichocomaceae

Dothrdeales Doth oraceae

Ascomycota
Pleosoorales

Doth deomycetes

Ulaclad¡um
Pieosporaceae

Embell¡sia

lqplgqP!!!!!99!e - 99!El!!!t:i,- 1

Soororr¡iaceae P/eussla 1

_ Phaeosphaeriaceae Stagonaspara _1
Dav diell¿ceae

Capnod ales 

-á

Cladaspor¡um 2

Hypocreales Hypocreales
op¡t$glqvqpl1ggg?9 !t!!p!!999i!l¡um 1 -
Clavic¡pitaceae Beauveria 2

Con¡ochaeta
Sordariomycetes Sordarales Coniochaetaceaeourqor rur I rytcrE¡

- rylyt!9plya_ 2

Phanerochaetaceae Phanerochaete 1

B¿:rd o-,coLa Ag¿ rco'rv(.1e. Dolvoot¿lFs Dolvpola:ade f,a?eres
Mort erellaceae Mo¡I,eteld

/¡sJ-r'cota /ygo*)r.ete> [Uucor¿rés N/]_(or¿.ede Ao\;ota

i a Beouverio
a Cokiachdeta

i ¡ LectthoÑora

7 Coñiothyt¡um
a Mortierel¡o
t Absid¡a

a Staganosporo

; Etnbellis¡d
tTrdñetes

.: Talarofiyces

Figura 30. D¡str¡buc¡ón de los aislados fúng¡cos identificados a nivel de género.
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3.2.3. Comparación de los resultados de la caracterización de la fracción

cultivable con los de una caracterización independiente de cultivo.

Considerando que los aislados obtenidos representan la fracción cult¡vable de la

comunidad fúngica del suelo semiárido analizado, se compararon los datos obtenidos

en este trabajo con las secuencias de los clones del marcador rDNA 18S obtenidas por

Farias (2011), para esta misma localidad y que corresponde a la fracción fúngica

obtenida mediante un análisis independiente de cult¡vo. En la genoteca, se obtuvieron

114 clones, que se distribuyeron en 5 divisiones, l1 clases, 19 órdenes, 24 familias y

38 géneros. La mayoría de las secuencias de la genoteca se relacionaron con hongos

de la división Ascomycota (61%).

Los resultados de la genoteca se compararon con lo§ datos obtenidos en este

trabajo con los aislados fúngicos para lo cual se construyó un dendrograma con el

algoritmo Neighbor-joining siguiendo el modelo Kimura 2-parámetTos, usando Ias

secuencias del marcador rDNA 18S obtenidas en la genoteca y en la fracciÓn cultivable

(Figura 31). Los datos obtenidos del análisis independiente de cultivo, ¡ndican un mayor

número de divisiones (5) en comparaciÓn a la fracción cultivable (3) En cuanto ai

número de familias obtenidas en la fracciÓn cultivable (12), ésta fue duplicada en el

análisis independ¡ente de cultivo (24). La familia más abundante entre los clones fue

Sporomiaceae con '12 representantes, en el caso de la fracción cultivada Ia familia más

abundante fue Trichocomaceae con un 36% de representación.
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a R41 conocYhe tacf4a

Phytaphlhaft ipaia lJQ6266o4 1)
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Figura 31. Análisis de agrupamiento de las secuencias obtenidas del marcador

molecular rDNA 18S de la fracción cultivable (círculos verdes) y de la genoteca

(índependiente de cultivo; cuadrados rojos). La topología del árbol se ¡nf¡rió mediante el

algoritmo Neighbor-Joining con 500 iteraciones de boosttrap y sigurendo el modelo

Ki-mura 2- paÉmetros. La secuencia de Phytophthara r¡paria (JQ626604.1) se utilizÓ

como raíz del árbol.

a&A2 Rhizoclohia§lanl
q; MR-32 Phan.rechaete sp.
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A pesar de que la diversidad taxonómica obtenida en el análisis independiente

de cultivo fue claramente mayor a la obtenida en la fracción cult¡vable, se obtuvieron

aislados de 6 familias de esta últ¡ma que no fueron obtenidos en la genoteca lo que

indica que a pesar de que la caracterización fúngica mediante técn¡cas ¡ndependientes

de cult¡vo cubren un gran espectro, es necesario una análisis dependiente de cultivo

para complementar los datos de compos¡ción de la comunidad fúng¡ca del suelo. Esta

diferenc¡a fue aún más clara cuando la comparación se real¡zó a nivel de género. Del

total de 17 géneros identificados en la fracción cultivable, 12 (13,84/o del total de

secuencias anal¡zadas) no se visualizaron en el análisis independiente de cultivo,

m¡entras que los otros 5 (30,8% del toial de secuencias analizadas) fueron

identificados en los dos métodos (Figura 32).

Cultivada No-cu ltivada Ambas

Figura 32. Frecuencia relativa de secuencias presentes exclus¡vamente en la fracción
cultivada, exclusivas de la fracción no cultivada, y comunes a ambas fracciones.
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3.3. Comunidadfúngicaexperimental

Las comunidades microbianas experimentales son modelos novedosos para el

estudio de la Ecología Microbiana a partir del cual se pueden estudiar diversos

procesos ecológicos. En este trabaio se construyÓ una comunidad fúngica

experimental, para lo cual se seleccionaron 5 especies fúngicas que se indican en la

Tabla 6 y se estud¡aron los cambios en estructura genética y aciividad metabÓlica

mediante T-RFLP y el test "FF Microplate" de BIOLOG. respectivamente Los aislados

seleccionados se eligieron por pertenecer a los géneros de la fam¡lia fúngica más

abundante (Trichocomaceae), según lo determinado mediante la aproximaciÓn

dependiente de cultivo. Además se el¡gió al azar un quinto miembro de Ia comunidad.

ident¡f icado como del género Ciadosp or¡um cladosporioldes, un componente común de

suelos áridos en general.

Tabla 6. Hongos utilizados para la construcciÓn de la comunidad experimental

Aislado Género o Espec¡e Fam¡l¡a Orden Clase

t\,1R- 1 Aspergillus n¡ger Trichocomaceae Eurotales Eurotlornycetes

l\,1R-9 Paec¡lomyces varialri Trchocoi¡aceae Eurotiales ELrrot omycetes

t\lR l2 Cladosporium cladosporio¡des Davidtel aceae Capnodiales Dothideomycetes

t\¡R-13 Penic¡ll¡ufi carescers Tr chocorfaceae Eurotia es Eu rotiomycetes

t\¡ R-25 Talaromyces flavus Trichocomaceae Eurotales Eurotiomycetes

3.3.1. Perfiles genéticos

Para estudiar la estructura genética comunitaria medianle patrones de T-RFLP

de un marcador molecular, se determinÓ previamente el fragmento terminal especifico



t)4

de cada aislado (T-RF) y se cornparó con el esperado a parttr de la digestiÓn ln §l/rco

de la secuencia Los patrones de T-RFLP se realizaron con el marcador r¡olecular ITS

digerido con la enzima de restricción Eslul. Los T-RFs esperados y experimentales

obtenidos para cada aislado se muestTan en la Tabla 6. En el caso del T-RFLP,

además de los peaks de fluorescencia esperados, iambión se observan otros de

fluorescencia parecida a éstos, aunque con longitudes de pares de bases que no son

los esperados, por lo cual son descaftados (T-RFs falsos). Estos se compararon con

los obtenidos en el T-RFLP de los hongos creciendo en comunidad, en el cual también

se obtuvieron 4 T-RFs falsos de f luorescencia menor a ia de los T-R Fs esperados

(Tabla 7)

Tabla 7. T-RFS (pb) obtenidos experimentalmente por T-RFLP y los esperados por

análisis in slrco.

Hongos ind¡v¡duales Comunidad Experimental

T-RF
esperado

T-RF
experimental

T.RF r-RF f"r"o
expeflmemalT-RF falso

lvluestra

t\l R- 1

I\,1R-9 144148 447

r\,1R-12
1A1t4ai
591t603377 376 .1/ 5

lvlR-13 10at4351587 132

tvtR-25 142

El perfil de T-RFLP de los hongos creciendo en comunidad se muestra en el

electroferograrna de la Figura 33. En el perfil de T-RFLP de la comunidad experimental

de los hongos selecc¡onados fue posibte observar todos los T-RFs esperados en el

análisis l/r sl/ico y en el T-RFLP de los mismos hongos reaiizado individ ualmente. La

131

137
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fluoresencia obtenida pala el aislado MR-1 fue considerablemente mayor que la del

resto de los hongos razÓn por la cuai la fluoresencia relativa de ios T-RFs de las

demás muestras se ven tan bajas. También se observan los 4 T-RFS falsos, aunque

son claramente identificables de los T-RFs esperados.

Comunidad exPerimental

10 MR 1:

Figura 33. Perfil de T-RFLP del marcador molecular ITS de la comunidad de los

aislados seleccionados para el montaje de la comunidad fúngica experimental

3.3.2. Perf¡les metabólicos

Para la caracterización metabólica, las placas FF-l\licroplate del tesi metabólico

de BIOLOG se inocularon con una suspensión de esporas, para evaluar el uso de los

distintos nutrientes. Los nutrientes ensayados se agruparon en 6 categorías como se

muestra en la Tabla 8, y en esta misma se indican cuantas fuentes de cada categoría

fue capaz de consumir cada aislado fúngico analizado. 1o cual refleia los patrones de
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riqueza de utilización de los Sustratos del test. Estos datos permiten distinguir distintos

patrones metabólicos para cada aisiado

Tabla 8. categorias de fuentes de carbono de la placa FF-Microplate (BloLOG) y el

número de fuentes utilizadas por cada muestra.

Ácidos
Aislado carboxílicos

(17 )

Aminaslamidas Aminoác¡dos carbohidratos
(6) (r3) {441

Misceláneos Polímeros
(10) {5)

IVR-1 5t17 016 3113 17144 2ha 3¡5

t\,1R,9 11t17 8t13116 6110

[,1R,1 2 0117 1113 0/10 1t5

I\,1R-13 2117 2i13 14t44 211a

t/tR-25 1t17

Para el análisis metabólico de la comunidad se construyó un microcosmos con

los 5 hongos seleccionados, del cual luego de 3 días de incubaciÓn a 24oC, se obtuvo

un sobrenadante que fue utilizado para inocular las placas del test FF-Microplate

(BroLoG)

Los valores de absorbanc¡a obtenidos del test metabólico individual de los 5

hongos de la comunidad, se sumaron para crear una matriz única de absorbancias,

con el fin de simular el test metabólico de una cornun¡dad teo¡ca. Éstos se compararon

con los resultados obtenidos del test realizado a la comunidad experimental al mismo

t¡empo de incubación (Tabla 9).

Se observan diferencias entre el patrÓn metabólico de los hongos cTeciendo en

comunidad y los mismos creciendo ind ividualmente. Esta diferencia se observa tanto

en la utilización o no de ciertas fuentes de carbono, ya que, en la comunidad

0/6 at13 16t44 2t1A 4t5
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experimental el número de resultados de absorbancia positivos es considerablemente

mayor que la de los hongos individuales. Sin embargo, ex¡sten dos fuentes de carbono

que no son ut¡lizadas por la comunidad (p-C¡clodextr¡na y D-Arabinosa) pero que sí se

esperan en la comunidad teór¡ca ya que los perfiles individuales muestran que algunos

de los componentes fúngicos de la comun¡dad son capaces de ut¡l¡zar estos nutrientes.

Tabla 9. Perfil metabólico de la comun¡dad experimental y de la comunidad teórica

'Valores de absorbanc¡a obten¡das en los 96 pocillos del test metabó¡¡co "FF-l\¡icroplate"
(BIOLOG) luego de 72 h de ¡ncubac¡ón de los hongos creciendo en comunidad y'de la suma de
los mismos crec¡endo individualmente (comunidad teórica). En gris se muestran los pocillos que
resultaron positivos (absorbancia mayor o igual a 0,1).

Comun¡dád
experimentall 1 2 3 4 5 6 7 8 I '!0 11 12

A 0,00 0,78 2,16 0,18 0,68 009 ñ70 1,28 120

B 0,32 0,01 1,39 0,55 1,92 0,10 0,29 0,56 1,25 1,35 1,50 2,13

0,17 0,00 '1 ,33 044 1 ,62 0,76 0,37 0,31 0,06 1,90

D 0,63 2,38 2,10 1,25 0,52 0,19 0,50 0,76 0,34 1,54 0,52

E 0,81 a,52 1,5E 1,7 4 1,28 114 022 1,18

0,48 0,16 0,60 0,30 0,19 0,53 0,46 0,02 o,20 0,38 0,80 1,43

0,04 060 0,58 0,47 013 1,15 1,15 0,49 1,24

H 0,19 1,10 0,26 0,84 1,19 0,85 o,29 0,04 0,46 0,81 0,00

Comunidad
teórica2 1 2 3 4 5 6 7 B I '10 't1 12

A 0,00 0,84 0,01 0,97 0,10 4,02 0,50 0,29 0,53 0,13 0,10 0,12

B 1,95 0,26 1,30 o,26 0,24 0,15 0,14 0,11 0,00 0,77

0,03 0,01 0,05 0,0 o,57 o,41 0,6c 0,00 0,01 o,o2 0,1 0,22

D 0,05 0,90 2,20 0,38 0,05 o,11 0,06 0,57 0,18 4,34 0,18

E 0,63 0,50 o,26 0,52 0,01 0,06 0,57 0,08 0,33 0,01 0,30 0,40

F 0,02 0,03 0,00 0,00 a,a4 048 007 000 a 14 000 428

0,00 0,07 0,03 0,02 0,13 0,02 0,00 0,07 0,13 0,76 0,06 0,06

H 0,01 0,00 0,a7 042 0,01 0,02 0,02 1,48 0,00 0,03

alores de ot)ten¡das en os 96 pocillos del test "FF

0.7 8 1,54 OBB

142 1,75

2,47 027 056

1,00 0,90

aJ4

0,15 0,1
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Además, las fuentes de carbono que son consumidas en ambos casos, no son

utilizadas en igual magnitucl, siendo mayor este consumó en la comunldacj

experrmental en la mayoría de los casos. Esto se logra observar con más detalle en el

gráfico de la Figura 34, en el cual se puede ver que el consumo en la comunidad

experimental es notoriamente mayor en fuentes de carbono como la D-manosa, la

sacarosa, la maltotriosa y la maltosa, entre otras. Por otra parte también se puede

observar que el consumo es mayor en la comunidad teórlca para fuentes de carbono

como la adenosina y la a-ciclodextrina. Esta última fuente de carbono representa la

mayor diferencia en consumo entre ambas comunidades, y se correlaciona además

con el hecho de que la B-ciclodextrina es una de ias fuentes no r-ttilizadas por la

comunidad experimental y que sí es esperable en la comun¡dad teór¡ca, ya que hay

componentes fúngicos que la utilizan. pero que no expresan esta propiedad cuando

crece en la comunidad experimental.

De este modo, se obtuvo que la comunidad experlmental tiene una mayor

ve.satilidad metabólica que la esperable a partir de sus componente§ individuales

(comunidad teórica), lo que sugiere una interacciÓn entre los hongos que podría

favorecer la utilización de las fuentes de carbono.
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4, DISCUSIÓN

4.1. ldentificación morfológica versus identificación molecular de los aislados

La ident;ficación de los hongos es un componente fundamental de las

investigaciones de diversas áreas, como por ejemplo en los estudios de diversidad en

varios ambientes, así como en estudios de hongos patógenos de plantas y causantes

de enfermedades en humanos (Begerow y col. 2010).

La caracterización morfológica de los aislados de este trabaio. permitió

aproxrmarse en la mayoría de los casos a una identificación a nivel de género, aunque

la jdentificación a nivel de especie se hizo más difícil. Esta aproximaciÓn resultó de

mejor forma en aquellos hongos más conocidos, sin embargo en aquelios hongos

menos comunes, para los cuales la información morfológica es más escasa, se

requirió del complemento previo de la ¡dentificac¡ón molecular para aproximarse mejor

a las caracteristicas microscópicas de esos aislados.

Por esta razón, a pesar de su importancia, la caracterización morfológica de los

aislados frecuentemente es problemática. deb¡do a que muchas veces existe escasa

información de caracteres, y también debido a la plasticidad moffológica que presentan

muchos hongos (Slepecky & Staremer 2009). Además, la aproximación morfolÓgica

muchas veces es criticada por ser cons¡derada subjetiva (l\ilarinach-Patrice y col 2009),

ya que el método se complica sobre todo a nivel de especie en el cual las diferencias

morfológicas, sobretodo de sus estructuras microscópicas, se hacen muy poco

notorias, quedando a criterio y experiencia del observador la discriminación de la
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Por esta razón los marcadores moleculares se han utilizado ampliamente en

investigaciones asociadas a la taxonomia fÚngica, ya que proveen varias ventaias que

permiten complementar las falencias de la caracterización morfológica (Hawksworth

20'12). Los resultados del análisis molecular se correlacionalon en la mayoría de Ios

casos con los de la morfologia. Sin embargo. el marcador rDNA 28S fue menos

resolutivo, sobretodo en la ídentificación de hongos de las divisiones Basidiomycota y

Zygomycota. El marcador molecular rDNA 18S fue más resolutivo que el rDNA 28S, sin

embargo fue el ITS el marcador que entregó mayor informaciÓn a nivel de espec¡e, y el

que mejor se correlacionó con la caracterización morfológica. El mayor poder resolutivo

del marcador ITS era esperado, ya que iunto a otros marcadores como los genes

codificantes de la subunidad RP82 de la pol¡merasa. de ¡a P-tubulina y de la

calmodulina, entre otros, han demostrado ser una gran herramienta para la

identificación de especies fúngicas (Seifert 2009)

Ante esto, en los últimos años, el concepto de un cÓdigo de barras mediante el

uso de marcadores moleculares que permita el reconocimiento de especies entre los

distintos reinos eucariotas, ha adquirido gran importancia. ldealmente, este código de

barras, debiese consisttr del mtsmo marcador para todos los reinos. De este modo. el

"Consortium for the Barcode of Life" (CBOL) postulÓ el gen de Ia subunidad 1 de la

citocromo c oxidasa (CO1) para este objetivo (Schindel & N/iller 2005). Sin embargo su

uso en hongos no ha dado muy buenos resultados, por lo que se han propuesto varios

de los marcadores moleculares mencionados, dentro de los cuales, el ITS entregó los

mejores resultados en la ideniificación de un amplio rango de especies f[rngicas, de

modo que este marcador será propuesto como el cÓdigo de barras fúngico primario

(Schoch y col. 2O12)



72

Sin embargo, a pesar de que la identificac¡ón molecular de los hongos

actualmente es ampliamente usada en comparación a la identificación morfológica, la

descripción válida de una especie fúngica, aún requiere del complemento de la

caracterrzación morfo¡ógica, de acuerdo al código internacional de nomenclatura

botánica (McNeill y col. 2006).

4.2. Comparación de la caracter¡zación de la fracción fúngica cult¡vable con la

caracter¡zación independ¡ente de cultivo

El desarrollo de las técn¡cas moleculares relacionadas al análisis de las

secuencias de los marcadores ribosomales sign¡ficó un gran avance para la Ecología

Microb¡ana y sus estudios asociados a la diversidad y f¡logen¡a (Woese & Fox 1977).

Varios trabajos asociados a este tipo de estudios se han basado exclus¡vamente en

este método, pr¡nc¡palmente por su capacidad de detectar numerosos m¡croorganismos

que no pueden ser cult¡vados en condiciones de laborator¡o (Ward y col. 1990). El

hecho de que las técnicas independientes de cultivo no están limitadas a las especies

microbianas cultivables, permite suponer que este método sería capaz de ident¡f¡car

todas las especies microbianas de cierto ambiente, tanto las cultivables, como las no

cultivables.

En este trabajo se observó que estos supuestos no se confirman, ya que a

pesar de que con la genoteca se obtuvo una mayor d¡versidad de hongos en

comparación al método cultivable, se obtuvieron aislados que solo fueron rdentificados

con éste últ¡mo método y que podrían representar espec¡es poco abundantes. En

conjunto, ambos métodos permitieron ¡dentificar un total de 50 géneros fúngicos, de los

cuales '12 solo lograron ser identificados en la fracción cultivable. De este modo, no se
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puede af¡rmar que el método independiente de cult¡vo captura el espectro total de la

diversidad m¡crobiana, en este caso, de la diversidad fúngica.

El hecho de que se hayan obtenido varios hongos, en el análisis de la fracción

cultivable, los cuales no se detectaron en la genoteca, puede ser deb¡do a sesgos

¡nvolucrados en la meiodología asociada a esta aprox¡mación molecular. Se ha visto

que la extracción de DNA a partir de una muestra de suelo, puede representar un

sesgo, ya que existen espec¡es m¡crob¡anas que poseen una morfología que hace

difícil esta extracción, por lo cual las concentraciones de DNA obtenidas son menores,

o incluso, puede no ser obtenido. La concentración de DNA obtenida, también puede

verse afectada por la abundancia relat¡va en la que se encuentra alguna de las

especies microbianas al momento de realizar la extracc¡ón. Por lo tanto, el cult¡vo

podría revelar la presencia de espec¡es abundantes y cultivables, pero también podría

revelar la presencia de espec¡es poco abundantes de la comun¡dad que son capaces

de crecer bajo las condiciones de cultivo proporcionadas (Pedrós-Al¡ó 2006). Las

dificultades en la cant¡dad de DNA molde obten¡do, se traduce en problemas al

momento de amplificar el marcador molecular por PCR. Además de la proporc¡ón de

molde, se ha visto que los números de ciclos de un PCR tamb¡én afectan la

composición de la genoteca obten¡da (Bonnet y col. 2002). Sin embargo, se ha visto

que es poco probable que los sesgos que se deban a una pérdida de espec¡ficidad de

los partidores utilizados en el PCR, ya que los mismos part¡dores utilizados para la

genoteca son usados para la ampl¡ficación de marcadores moleculares en los cult¡vos

puros (Donach¡e y col. 2007).

Por otra parte, que se hayan identificado hongos en la genoteca, no

encontrados en el análisis de la fracc¡ón cult¡vable, era más esperable, ya que el
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a¡slam¡ento se realizó solamente en dos t¡pos de medio de cultivo, bajo condiciones de

temperatura estandarizada, por lo cual muchos de esos hongos no detectados, pueden

no ser cultivables en esas condiciones. Ampliando las condiciones de cultivo, es de

esperar que se obtenga una mayor diversidad de hongos.

Los métodos basados en cult¡vo además de permitir la identificación de

organismos no detectables por la aproximación independiente de cultivo, tienen la

vent4a de permitir la verificación y prueba de hipótes¡s metaból¡cas determinadas por

los datos de la metagenómica, proveen nuevas secuencias de genomas que permiten

el diseño de mejores part¡dores para el refinam¡ento de los métodos moleculares y

provee de cepas de referenc¡a que perm¡ten estudios de f¡s¡ología, genética y

patogenicidad, entre otros. De este modo, cualquier investigaclón en la que se d¡scuta

la diversidad microb¡ana de algún ambiente solamente basada en una aproximación

molecular s¡n tomar en cuenta la fracción cultivable, puede ser cons¡derada ¡ncompleta

(Prakash y col. 2013).

La razón de la comparación de la fracción cult¡vable de este trabajo con la

¡ndepend¡ente de cultivo del mismo suelo, es conocer de forma más completa la

diversidad del suelo semiárido estud¡ado, para realizar una mejor selección de los

hongos constrtuyentes de la comunidad experimental, y así intentar construir una

comunidad que represente mejor a este sue¡o. Esto debido a que una de las críticas

que generalmente se hacen de las comun¡dades microbianas experimentales, es su

pérdida de realismo con respecto a un s¡stema natural (Jessup y col. 2005).

Cuatro de los hongos seieccionados pertenecen a la famil¡a Trichocomaeceae,

la que fue la más abundante en la fracc¡ón cult¡vable, y también una de las más

abundantes ¡dentif¡cadas en la genoteca. Sin embargo, de los hongos selecc¡onados
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para la comunidad, Cladosporium sp. y Aspergillus n¡ger no fueron identificados en la

genoteca pero sí en la fracción cultivable, en la cual, fueron de los géneros fúngicos

con más representantes, y de los más habituales en los pasos de aislamiento desde la

muestra de suelo. Sin embargo resulta extraño que no hayan sido identificados en Ia

genoteca, ya que es sab¡do que los hongos de estos géneros poseen amplia

distribución cosmopolita y representan unos de los hongos más comúnmente aislados

(Accensi y col. 1999; Crouss y col.2007).

Se ha descrito que en suelos del tipo semiárido, la mayoría de la diversidad

fúngica pertenece a la división Ascomycota. Órdenes como Pleosporales, Hypocreales,

Pezizales y Dothiedaies, son muy comunes en estos suelos. Los géneros más

comunes dentro de los Pleosporales son Alternaria, Bipolaris, Phaesophaeria,

Leptosphaer¡a, Preussia y Phoma (Porras-Alfaro y col. 2011). Estos datos se

correlacionan con los obtenidos en la fraccrón cultivable y con los de la genoteca. Por

otra parte, también se ha descrito que en estos suelos semiáridos, también existen

varios hongos saprótrofos, y dentro de los pr¡ncipales géneros se encontraron a

Cladosporium y Aspergillus, entre otros (States & Christensen 2001). De este modo, se

ve que los hongos seleccionados para la construcc¡ón de la comunidad, son

representantes válidos para su elaboración.

4.3, Gomunidad experimental y detección de sus componentes

Las comunidades microb¡anas experimentales han representado modelos

novedosos que permiten abordar d¡stintas temáticas de la Ecología Microbiana. La

princ¡pal ventaja de estos ensambles es permitir reducir la complejidad asoc¡ada a los

sistemas naturales y aportar como una nueva herramienta al conjunto de



76

aproximaciones clásicas utilizadas en Ia Ecología Microbiana, Por otra parte, para el

manejo de las comun¡dades experimentales, es importante contar con metodologías

que perm¡tan abordar estos sistemas, y que logren ¡dentif¡car a los componentes

constituyentes o que perm¡tan monitorear cambios a niveles comunitarios. Para ese

objetivo, técn¡cas moleculares como el T-RFLP y otras metabólicas como el test "FF

M¡croPlate" han sido utilizadas para el estud¡o de comunidades fúngicas (Verbruggen y

col. 2012; Albrecht y col. 2010).

Los datos obtenidos en este trabajo con Ia técnica del T-RFLP permiten estudiar

la compos¡ción de una comunidad fúngica experimental, y reconocer a sus

componentes. El poder contar con los perfiles ¡nd¡v¡duales de cada hongo es

importante al momento de montar una comunidad experimental, ya que facilita el

reconocimiento de sus componentes y permite ident¡f¡car los fragmentos esperados, de

aquellos falsos, que representan un ru¡do en el análisis. La técnica del T-RFLP,

además, permite conocer la abundancia en la que se encuentra cada componente de

la comun¡dad en el tiempo (Liu y col. 1997). El microcosmos, que consistió en una

matriz de lana de roca suplementado con nutrientes, fue incubado durante 72 h hasta

el momento del análisis. S¡n embargo, fue llamat¡vo el hecho de que la abundancia de

la muestra MR-1 (Asperglllus nigen abanzara un valor de abundancia tan alto en un

periodo corto de tiempo, en comparación al resto de los hongos de la comunidad.

Además, cuando se realizó el T-RFLP a los hongos indrvtdualmente, los valores de

fluorescencia obtenidos para los T-RFs esperados fueron s¡milares. Esto podría indicar

que el crecimiento de A. niger se ve favorecido cuando crece en comunidad con el

resto de los hongos selecc¡onados. Por otra parte, la alta fluorescenc¡a obtenida para

este hongo podría ser explicada por un aspecto metodológico del T-RFLP. Como la



77

extracción de DNA se real¡zó a partir de una re-suspensión del conten¡do del

microcosmos, existe la posibilidad de que una fracción de la cantidad total de los

hongos de la comunidad, permanezca adherida a la lana de roca. De este modo, la

abundancia real de cada muestra no estaría realmente representada al momento de

realizar el T-RFLP. Por otra parte, se ha reportado que la capacidad del T-RFLP para

representar la abundancia de cada componente de una comunidad no sería tan precisa

debido a los sesgos involucrados en el proceso de extracción de DNA y asociados a la

reacción de PCR, el cual se ve d¡rectamente influenciado cuando se amplifica una

mezcla de organ¡smos (Dickie & Filz 2OO7), Estos antecedentes deben ser tomados en

cuenta al momento de diseñar y montar una comunidad experimental, pudiendo utilizar

el T-RFLP como una técn¡ca de análisis de estructura comparativo entre diferentes

tratamientos, pero utilizando una herramienta más precisa, como el PCR en t¡empo

real, para cuantificar las abundancias de los miembros de la comunidad.

En cuanto al anális¡s metabólico de la comunidad, se puede observar que el

comportamiento fisiológico de los hongos constituyentes de ésta, es diferente al de los

aislados creciendo en forma individual. Esto queda reflejado en los datos de

absorbancia obtenidos del test metabólico, donde se comparÓ el perfil de la comunidad

experimental con el de la suma de los mismos hongos de ésta crec¡endo de forma

individual. De las 95 fuentes de carbono del test, 35 no lograron ser metabolizadas por

la comunidad teórica, pero sí por la comunidad experimental. Esto ¡nd¡ca que los

hongos creciendo en la comunidad experimental, son capaces de establecer

interacc¡ones que les perm¡ten metabolizar compuestos del test, que no pueden

consumir si crecen de forma individual. Además de las fuentes de carbono que eran

consumidas en ambas comunidades, en la mayoría de los casos ese consumo fue
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mayor en la comunidad experimental, lo que ¡nd¡ca que esta interacción también

estaría aumentando la tasa de consumo de las fuenies de carbono, posiblemente por

un aumento en la afinidad por esa fuente. El hecho de que un hongo no sea capaz de

metabolizar crerta fuente de carbono, pero que s¡ pueda hacerlo al crecer en

comunidad, da cuenta de pos¡bles interacciones que estos organismos pueden tener al

crecer Juntos. Entre estas ¡nteracciones el sinergismo, tamb¡én conocido como

sintrofía, es una relación no obligatoria que se da entre poblac¡ones m¡crobianas, en la

cual ambas se ven beneficiadas, ya que les permite realizar actividades metabóljcas

como la síntesis o el consumo de cierto producto, que no podrían llevar a cabo por

separado. De este modo, la sintrofía le perm¡te a una población microbiana concluir

una vÍa metabólica que de otra manera no se completaría (Atlas & Bartha 2001). Uno

de los ejemplos clás¡cos de sintrofía fue descrito en las bacterias Enterococcus faecalis

y Escheichia col/. Ninguno de los dos organismos por separado puede convertir la

arginina en putrescina. E. faecal¡s es capaz de transformar la arginina en ornitina, la

cual puede ser usada pot E. col¡ para producir la putrescina (Gale 1940). Además, se

ha reportado que la sintrofía se basa muchas veces en la capac¡dad de una población

de sum¡nistrar factores de crecim¡ento a otra, como en el caso de Lactobac¡llus

arab¡nosus y E. faecalis (Nurmikko 1956). En otros casos esta relación se basa en Ia

capacidad de una población de acelerar la tasa de crec¡m¡ento de otra, como por

ejemplo algunas especies de Pseudomonas, que en presenc¡a de otras poblaciones

bacterianas es capaz de aumentar la af¡n¡dad por el orcinol. A la vez, las poblac¡ones

secundarias, que no pueden usar el orcinol, se benefician de la mayor producc¡ón de

compuestos orgánicos produc¡dos y excretados pot Pseudomonas, la que tamb¡én se

benef¡c¡a, ya que una gran cantidad de estos productos de excreción actúan en
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retroalimentación negat¡va a la capacidad catabólica de esta bacteria (Slater 1978). Las

relaciones sinérgicas también se han descrito bastante en hongos. Por ejemplo, dos

hongos de suelo, Pen¡c¡llium piscarium y Geotrichum candidum, pueden degradar y

detox¡ficar sinérgicamente el herbicida agrÍcola propanil. P. piscarium es capaz de

descomponer el propanil en ácido prop¡ónico y 3,4-dicloroanilina. A la vez, utiliza el

ácido prop¡ónico como fuente de carbono y energía, pero no puede procesar el 3,4-

dicloroanilina que es un compuesto tóxico. S¡n embargo G. candidum, aunque no

puede descomponer el propan¡1, detoxifica el 3,4-dicloroan¡lina a otros productos

menos tóxicos, que permiten en presencia de fuentes de carbono adicionales,

aumentar la tasa de crec¡m¡ento de las dos poblaciones de hongos (Bordelau & Bartha

197'1). Esta relación sinérgica también se puede dar entre diferentes dominios, como

en el caso de hongos y bacter¡as, la cual permite por ejemplo la degradación de

contaminantes como los h¡drocarburos aromáticos pol¡c¡cl¡cos (K¡m & Lee 2007).

Algunas investigaciones que han utilizado las comunidades microbianas

experimentales como modelo han s¡do un gran aporte a Ia teoría ecológica, como por

ejemplo los clás¡cos estudios con paramecios de Gause (1934), que permitieron

generar modelos pred¡ct¡vos depredador-presa; o los experimentos con diatomeas de

Tilman (1977), que permiiieron generar modelos de competencia relac¡onados con la

dinámica de recursos de la comunidad. A Ia vez, estos s¡stemas han sido de gran

ayuda en estud¡os más aplicados, como por ejemplo los relacionados al biocontrol de

patógenos fúng¡cos (Elad y col. 1980), además de ensayos preliminares relac¡onados a

bioprocesos microbianos de interés en biorreactores (Papav¡zas y col. '1984). De este

modo las comun¡dades microb¡anas experimentales representan una herramienta de

gran ut¡lidad en diversas áreas de la m¡crobiología.



5. CONCLUSTONES

La caracterización morfológica complementada con la molecular, en especial del

marcador lTS, permit¡ó Ia ¡dentificación de 36 aislados fúngicos del suelo semiárido, los

que se agruparon mayoritariamente en la división Ascomycota, la famil¡a

Trichocomaceae y el género Pen¡cillium.

El análisis de la fracción cultivable del suelo semiárido permitió identificar algunos

géneros fúng¡cos que no fueron detectados en la caracter¡zación molecular

independ¡ente de cultivo. lo que da cuenta de que ambos enfoques son

complementar¡os para descr¡bir la diversidad fúngica de estos suelos.

La técn¡ca del T-RFLP permitió detectar todos los componentes de la comunidad

exper¡mental, sin embargo la determinación de la abundanc¡a de cada uno de los

constituyentes debe ¡nterpretarse cuidadosamente deb¡do a los sesgos inherenies a la

metodología utilizada.

La mayor versatilidad metabólica de la comunidad experimental comparada con el

potencial metabólico esperable a part¡r de sus componentes fúng¡cos por separado,

sería consecuencia de interacciones positivas que favorecen el consumo de d¡stintas

fuentes de carbono.
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ANEXO

Tabla A1. Compos¡ción del med¡o Vogel.

,: - coñcentráéión-Compuesto Compuesto' (mgrmr, ' (mgrmt)

150 Acido bórico 0,0001 5

Nitrato de amonio 100 Yoduro de potasio 0,00003

Sulfato de magneslo
heptahidratado

10 Mollbdato de arr,.roñlo 0,00008

Cloruro de calclo dih dratado
Sulfato de zrnc
rnonohrdratado

0,01 370

Biotina 0,00003 Cloruro férrico hexahidratado 0,00230

Sulfato de manganeso
monohidratado

0,0001 5

Tabla 42. Velocidad de crecim¡ento rad¡al de los aislados en medio PDA a 24'c.

Aislado Velocidad de crecimiento radial
(mm/día)

Velocidad de crec¡m¡ento rad¡al
(mm/día)Aislado

t\rR- 1 0,6t\4R-19

t!1R-2 0,51,2 t\,1R-20

tvtR,3 1,416 ¡r R-21

MR-4 1,32,4 MR-22

I\IR-5 0,9 t\l R-23 2,7

t\¡ R-6 0,32,4 MR.24

l\rlR-7 4,7MR-25

NI R-B 0,92,8 1,,4 R-26

t\t R-9 0,67,6 MR.27

t\rR-10 1,3'1 
,3 MR-28

N,1R-11 '1 ,31,8 r!,lR-29

t\,1R- 12 1,0 i\,4 R-30

I\¡R-13 0,70,7 t\,1R-31

t\,1R-14 1,9 t\,1R-32 12,2

MR-15 6,11,8 i\,4 R-33

l\,4R-16 0,60,9 MR-34

t\lR-17 1,60,9 t\t R-35

MR-18 0,9 2.4MR.36

pentahidratado



Tabla 43. Resultados del BLAST de las secuencias del marcador rDNA 28S.

Aislado Género o Especie Fam¡l¡a Orden Cob. ld.

l\¡ R-1 Aspetg¡llus n¡get Trichocomaceae Eurot¡a es 99 97

N¡R-3 Asperg¡llus sp. Tr chocomaceae Eurotiales 97

NNR 4 Aureobasid¡um pu ulans Dothioraceae Dofhideáles 99 93

t\,,1R-5 Au re o b as¡ d¡ um p u ll u I a n s Dothioraceae Dothideales 99 ss

t\l R-7 Pleosporaceae PleosDorajes 99

MR-8 Altemaia sp. Pleosporaceae Pleosporales 99 99

I\¡ R-9 Paec¡lomyces var¡ot¡¡ Trichocomaceae Dothideales 97 95

fR-11 Cladospoiumcladosporioides Oavidiellaceae Capnodiales 99 98

l\¡R-12 Cfadospoiumbruhne¡ Dav¡d¡e laceae Capnodiales 99 96

l\¡R,13 Pen¡c¡ll¡umsp. Trichocomaceae Eurotiales

lvlR,14 Peh¡c¡lhumchrysogenum Trichocomaceae EurotiaLes 99 91

IMR-15 Pen¡cill¡un sp. Trichocomaceae Eurotiales

MR 16 Penic¡ll¡um sp. Trichocomaceae Eurotiales 99 97

l\.4R-17 Pen¡c¡ ¡um sp. Trichocomaceae Eurotiales

lVlR-18 Penic¡llium sp Trichocomaceae Eurotiales 98

MR-19 Pen¡c¡ll¡um sp. Trichocomaceae Eurotiales 99 99

N¡R-20 Pen¡cill¡um sp. Trchocomaceae Eurotiales 99 98

MR-21 Beauver¡abassiana Hypocreales 100 99Clavicipitaceae

l\¡R,22 Beauve a sp. Clav cipitaceae Hypocreales 99 97

MR-25 Talaronycesflavus Tr¡chocomaceae Eurotiales 100 9E

N,1R-26 Cantachaeta sp Coñiochaetaceae Sordariales 100 99

MR-27 Con¡ochaeta sp. Coniochaetaceae Sordariales 95 97

MR-28 Can¡ochaeta sp Coniochaetaceae Sordariales 99

MR-29 Con¡ochaeta sp. Coñiochaétaceae Sordariales 99

I\,1R-30 Can¡othyr¡unsp. Leptosphaeriaceae Pleosporales 99 99

l\¡R-31 Phoma sp. Pleosporaceae Pleosporales 100 98

l\¡R-34 Prcuss¡a sp. Sporormiaceae Pleosporales E5

l\¡R-35 Phoma sp. Pleosporaceae Pleosporales 99 99

lVlR-36 Alternana sp. Pleosporaceae Pleospora es 97 97

95

98 98

99 95

9S



Tabla A4. Resultados del BLAST de las secuenc¡as del marcador rDNA 18S.

Aislado Género o Especie Fam¡lia Orden Cob. ld.

¡l R-1 Aspery¡llus niger Trichocomaceae Eurotiales 100 98

¡l R-3 Aspery¡llus wentii Trichocomaceae EurotiaLes g9 95

Au re ob a sidium pu ll u I ans Dothaoraceae Dothideales a3

N¡R.5 Au re ob asidium p u ll u lans Dothioraceae Dothrdea es 83 95

MR-6 P a e c¡ I o my ces I ¡l a ci n us frichocomaceáe Eurotiales 98

lvrR-7 Uloclad¡um sp. P eosporaceae Pleosporales 68 97

IV]R-B Uloclad¡um sp Pleosporacéae Pleosporales 95 9B

t\¡R-9 Paec¡loñyces vaioti¡ Taichocomaceae Dothideales 80

tvtR-11 Davidiellaceae Capnodiales 72 86

r\¡R-12 Cladospoiuñ bruhnei Dav¡diellaceae Capnodiales 99 98

i\lR-13 Trichocomaceae Eurotia es

MR-14 Trichocomaceae Eurotiales

¡rR-15 fr¡chocor¡aceae Eurot ales 46 97

MR-16 Trichocomaceae Euroliales 71

MR.17 Trichocomaceae Euroliales 98 97

t\itR-18 Penicill¡um sp. Trichocomaceae Eurotiales

t\rR-19 Pen¡c¡ ¡un sp. Trichocomaceae Eurotiales

t\¡ R 20 Trichocomaceae ELrrotia es 100

t\,1R-21 Beauveia brogn¡aftii Hypocreales 100 99Clavicipitaceae

MR-22 Beeuvefia bassana C av cipitaceae Hypocreales 99

MR.23 Mo¡Tierella alp¡na I\lortierellaceae I\¡ucorales 100 99

t\,4R-25 Telarcñvces flavus Trichocomaceae Eurot¡ales 100 99

MR-26 Ca achaeta velul¡na Con¡ochaetaceae Sordariales 100 99

l\¡R-27 Con¡ochaeta sp. Coniochaetaceae Sordariales 100 99

tMR,28 Con¡ochaeta velut¡na Coniochaetaceae Sordariales 99

t\¡R-29 Con¡ochaeta velut¡na Coniochaetaceae Sordariales 100 99

t\,4 R-30 Coniothyriurn Leptosphaeriaceae Pleosporales 100 99

¡tR-31 Phoma sp. Pleosporaceae Pleosporales 100 99

rvlR-32 Phanerochaete sp. Phanerochaetaceae Polyporales 100 99

t!1R,33 fr'alr¡etes sp. Polyporaceae Polyporales 72

t\,4R-34 Prcussia l¡gnicola Sporormiaceae Pleosporales 99 96

MR.35 Phaeosphae/¡a sp. Phaeosphaeriáceae Pleosporales 99

MR.36 Altemaia altemata Pleosporaceae Pleosporales 80 91

MR.4

79

97

71 96

77

68 97

66



Tabla A5. Resultados del BLAST del marcador molecular lTS.

Aislado Género o Espécie Fám¡l¡a Orden Cob. ld.

MR-1 Asperg¡llus n¡9er -rnchocomaceae Eurotiaies

MR-2 Aspe rg ¡ I I u s ve rs¡ co I o r Trichocomaceae Eurotiales 99 99

l\4R-3 Asperg¡1lus went¡¡ Tr¡chocomaceae Eurot¡ales 98 92

t\¡R-4 Aureobas¡dium pu ulans Dothioraceaé Dothideales 99 99

MR-6 Pu rpu reocill¡u m l¡l acin u ñ Ophrocordycipitaceae Hypocreales 99 9S

[/tR-7 Uloc¡ad¡uñ sp Pleosporaceae Pleosporales 99 99

MR8 Pleosporaceae Pleosporales 98 s6

MR-9 Paecilomyces vaioli¡ Dothidéáles 100 9STrlchocomaceae

MR-10 Dav¡d¡ellatass¡ana Mycosphaerellaceae Capnodiales 100 100

l\lR-11 Cladospor¡umcladospoia¡des Davidieilaceae Capnodiales 42

lVlR-12 Cladosporiumcladosporio¡des Davidiellacéae Capnodiales 7A 92

l\ilR 13 Pen¡cill¡um canescens Trichocomaceae Eurotiales a7 96

lvlR-l4 Pen¡c¡ll¡umchrysogenum Trichocomaceae Eurot¡ales 99 100

I\rR-15 Pen¡c¡llumexpansum frichocomacéae Eurotiales 100 99

MR-16 Penic¡ll¡umpolon¡cum Trichocomaceae Eurotiales 99 99

MR-17 Penic¡ll¡unroseopurpureum Trichocomaceae Eurotiales 100 99

IVR-18 Pen¡c¡lliumcanescens frichocomaceae Eurot¡ales

l\ilR-20 Penic¡ll¡umcanescens Trichocomaceae Eurotiales 99 9B

l\lR-21 Beauveñabass¡ana Clavrcipitaceae Hypocreales 98 94

l\lR-22 Beauver¡abassiana Hypocreales 100 98Clavlcip taceae

l\4R-23 Moñ¡erellaalpina Morlierellaceae Mucofales 100 98

IvlR-24 Absid¡a sp lV[]coraceae I\,4ucora es 98 87

MR-25 Talarcñyces f,avus Trichocomaceae Eurotiales 66 99

l\¡R-26 Lecythaphorasp Con ochaetaceae Sordariales 100 99

MR-27 Con¡ochaeta sp. Coniochaetaceae Sordar¡ales 100 96

MR-28 Lecythophata sp Coniochaetaceae Sordarialés SS 96

lvlR-2g Lecythophorasp Conrochaetaceae Sodariales 99 99

lvlR-3o Paracan¡athyiurnsp l\lontag¡ulaceae Pleosporales 45 86

l\¡R-32 Phanerochaetesotd¡da Phanerochaetaceae Polyporales 100 99

l\4R-33 Ttuñétesvercicalor Polyporaceae Polyporales S9 99

MR-34 Prcussia sp Sporormiaceae Pléosporales 99 99

l\4R-35 Staganosporasp Phaeosphaériaceae Pleosporales 99 99

¡/R-36 Embellis¡a sp. Pleosporaceae Pleosporales 99 9B

99 99

80



Tabla A6. Resumen de la identificación de los aislados según las diferentes aprox¡maciones utilizadas.

Aislado Morfolog¡a rDNA 28S rDNA 185 ldent¡f¡cac¡ón más probable

l\4R-1 Asperyillusniget

MR-2 Asryrgitlus sp.

l\1R-3 Asperg¡llus sp.

lVlR-4 Aurcobasid¡um pullulans var pullulans

MR-5 Aureobas¡d¡um pululans var. melanogenum

¡rR-6 Purpurcoc¡|\¡u¡nl¡lacinum

l\rR-7 Uloclaclium sp.

MR-8 Ulocladíum sp.

MR-g Paeciloñycesvaiot¡¡

lVlR-10 Cladospoiumsp.

MR-l1 Cladospoium sp.

MR-l2 Cladaspoium sp.

MR-.l3 Penicilliuñcanescens

MR-14 Pen¡c¡ll¡umchtysogenun

LR-15 Penic¡ll¡umexpansum

¡/R-16 Penicilliumpolon¡cum

MR-l7 Pen¡c¡ll¡um sp

lVlR-18 Pen¡c¡ll¡um sp

l\4R-19 Penic¡lliunsp

MR-20 Pen¡c¡ll¡um sp

MR-21 Beauveria sp.

MR-22 Beauveia sp.

l\¡R-23 Moñ¡erella sp.

fR-24 Abs¡d¡a sp.

MR-25 Talarcmyces flavus

MR-26 NI

Aspergillus n¡get

NI

Aspergi us sp.

Au re o b a sid i um p u Il u I an s

Au reob as¡dí um pu ll ul a n s

NI

Altemaría sp.

Aftemaia sp.

Paec¡lomyces var¡atii

NI

Cl a dospo i u m c la d ospor¡ o i d e s

Cladospar¡um bruhne¡

Ponicíllium sp-

Pe níc¡l lí u m ch rysoge n u m

Pen¡c¡11¡um sp.

Pen¡cill¡um sp.

Penic¡ll¡um sp.

Penh¡llium sp.

Penic¡ ¡um sp.

Beauveia bass¡ana

Beauveia sp-

NI

NI

falaromyces flavus

Con¡ochaeta sp-

Asperyillus niger

Asperg¡l I u s ve rsíco I o t
Aspery¡llus wentii

Aure ob a si d¡u m pu I I ul a ns

N¡

Purpureoc¡ll¡um lilacinum

Ulocladium sp.

Ulaclad¡um sp.

Paecilomycés vaiol¡¡

Dav¡d¡ella tas§ana

Cl a dosp ori u tn cla d ospo r¡ o ¡ des

C I a d ospor¡ u m cl a d ospo t¡ o ¡ d es

Penic¡ll¡um canescens

P e n ic il l¡ u m ch ry soge n u m

Penicill¡um expansum

Pen¡c¡ll¡um polonicum

P e n ¡c il I ¡ u m rose op u t pú ré u m

Pen¡cill¡um canescens

NI

Pen¡c¡llíum canescens

Eeauvería bassiana

Beauveia bass¡aoa

Ma¡f¡erela alp¡na

Absidlá sp-

Talaromyces flavus

Lecythophora sp

Aspery¡lus n¡ger

Aspergill u s ve rsicolo r
Aspery¡llus wenti¡

Aurcobas¡d¡um pullulans vaL pullulans

Au rcabas¡d¡ um pu II u lans var melan agen um

Pu rp u reac ¡ 1l i u m I ¡ I ac¡ n u m

Uloclad¡um sp.

Uloclad¡um sp.

Paec¡lomyces vaiot¡i

Dav¡d¡ella tas§ana

Cl a do spo t¡ u ñ c la daspo r¡ o ¡ d e s

Cladospotíum bruhne¡

Pen¡cíllíum canescens

P e n ¡c ¡Í l¡ u m c h ¡ysog e n u m

Penic¡llum expansum

Pen¡c¡llium polon¡cum

Pen¡c¡llium sp

Beauvet¡a bass¡ana

Beauveia bass¡ana

Moñ¡eréla alpína

Abs/dl¿ sp

Talaromyces flavus

Coniochaeta sp.

Asperg¡llus n¡get

NI

Asperg¡llus went¡¡

Aure ob as¡ d¡ u¡n pu ll ul a n s

Au.e ob a si dí um p u I I u I a ns

P aec¡lo ny c es l¡ I a c i n u s

Uloctadium sp.

Uloclad¡um sp.

Paec¡lomyces vaiotii

NI

NI

Cladosporium bruhnei

Penicill¡um sp.

Pen¡c¡ll¡um sp.

Pen¡ci\\¡uñ sp.

Penic¡llium sp.

Pen¡c¡ll¡um sp.

Pen¡c¡ll¡um sp.

Beauveria bragn¡añ¡i

Beauveia bass¡ana

Moñ¡erella alp¡na

N1

Talaromyces flavus

Con¡ochaeta velut¡na



Cotltinuaciótl Tabla Ao

t\4R-27 Nt

MR-28 Lecythophora sp.

MR-29 Lecythophorc sp.

l\¡R-30 Coniothytiunsp.

MR-31 Phoma sp.

MR-32 NI

IVR.33 N

MR.34 NI

N¡R-35 Nt

Coniochaeta sp-

Coníochaela sp.

Coniochaeta sp.

Coniothyrium sp.

Phoma sp.

NI

NI

Preussia sp

Phoma sp-

Coniochaeta sp. Con¡ochaata sp.

Coniochaetavelut¡na Lecythophorcsp

Coniochaetavelutina Lecythophorasp

Coniochaeta sp.

Lecythophora sp.

Lécythophora sp.

con¡athyium sp Paracon¡othyr¡um sp Con¡athy um sp.

Phoña sp. Nl

Phanerochaetesp. Phanercchaetesotd¡da Phaoerochaetesp.

f¡ameles sp. Trametes vers¡colot Trametes versicolot

Prcussia lígn¡cola Preussia sp. Preussia sp.

Phaeosphaer¡a sp. Sfagor?ospora sp. S¿agorospor'a sp

MR-36 Nl Alternaria sp. Altenaña alternata Embe ¡s¡a sp. Eñbel!¡s¡a sp.

Tabla A7. Distribución en los diferentes niveles taxonóm¡cos de los aislados fúngicos identificados mediante las diferentes aproximac¡ones

ut¡l¡zadas.

Morfoloqía ÍDNA 28S rDNA l85 ITS ldent¡f¡cación final

D¡vis¡ón2133
Clase4355
Orden7688
Familia 10 I 12 15

Género 14 12 17 20

3

5

8

15

21


