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RESUMEN

Los hongos son organismos unicelulares o multicelulares que cumplen roles claves en
los ecosistemas, aportando con una alta diversidad de especies y participando en los
ciclos biogeoquimicos. Ellos presentan variadas estrategias reproductivas, encontrando
hongos que desarrollan ciclos de vida asexual, sexual, o que desarrollan el ciclo de
vida completo. Histéricamente, las estructuras microscopicas que participan en estos
ciclos de reproduccion han sido utilizadas como caracter taxondémico en la
identificacion de hongos. Ademas, el uso de marcadores moleculares, tales como los
genes ribosomales, también han sido de gran ayuda en la identificacion y clasificacion
taxonémica de las especies fungicas. La primera parte de este trabajo se centrd en el
aislamiento e identificaciobn de hongos desde un suelo semiarido del matorral
esclerofilo de Chile central. Para esto se realizd un aislamiento de hongos desde
muestras de suelo los cuales se caracterizaron inicialmente a nivel morfolégico. La
identificacion taxonémica se complementd con un analisis molecular mediante el uso
de los marcadores moleculares rDNA 18S, rDNA 28S, y la region intergénica ITS, en
conjunto con la busqueda por similitud de secuencia en base de datos. Ninguna de las
herramientas de identificacion, morfolégica y molecular, permitié la identificacion de la
totalidad de los aislados (n=36), lo que refleja la necesidad de un analisis que involucre
diferentes aproximaciones. Mediante la caracterizacion morfolégica y molecular se
asignod una identificacion a los aislados, los que se agruparon en 3 divisiones, siendo la
més abundante Ascomycota; en 15 familias, donde la maés representada fue

Trichocomaceae; y en 21 generos, siendo el mas abundante Penicillium.



Por otra parte, el desarrollo de nuevas herramientas que faciliten el estudio de la
ecologia microbiana, ha sido un gran aporte para esta disciplina. Entre éstas, destaca
la construccidn de comunidades microbianas experimentales, que tienen como funcién
reducir la complejidad asociada a los estudios de ecologia microbiana, y permitir
analizar sus componentes por separado. La eleccién de un modelo fungico obedece a
la importancia que estos organismos tienen en los ecosistemas. Por lo tanto, a partir de
una fraccion de los aislados fungicos se construyd una comunidad experimental, como
modelo para el estudio de interacciones biologicas. Para la construccién de la
comunidad experimental, se eligieron 5 de los aislados fungicos, los cuales se
seleccionaron por pertenecer a los géneros de la familia fUngica mas abundante segun
lo determinado mediante la aproximacién dependiente de cultivo. Para poder evaluar la
estructura de la comunidad, se utilizé la tecnica del T-RFLP, la cual permitic identificar
a los hongos constituyentes de ésta. Ademas, se evalud el perfil metabdlico de la
comunidad experimental y los datos obtenidos se compararon con los perfiles
metabdlicos individuales de los hongos constituyentes, observandose diferencias entre
ambos patrones metabdlicos, 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 biogeochemical cycles.
They have varied reproductive strategies, finding fungi that develop asexual, sexual, or
their full life cycles. Historically, the microscopic structures involved in their
reproduction, have been used as taxonomic characters in fungal identification.
Furthermore, the use of molecular markers, such as the ribosomal genes, has also
been of great help in the identification 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 molecular
analysis using the molecular markers 18S rDNA, 28S rDNA, and the intergenic region
ITS, altogether with sequence similarity search in databases. Neither identification tool,
morphological or molecular, allowed the identification of the totality of the isolates
(n=36), reflecting the need for analysis involving different approaches. Using the
morphological and molecular characterization, an identification 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, Penicillium
being the most abundant.

On the other hand, the development of new tools to facilitate the study of microbial

ecology has been a great contribution to this disciplin. 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 importance of these organisms in ecosystems.
Therefore, from a fraction of the fungal isolates, an experimental community was built
as a medel to study their biological interactions. For the experimental community
building, 5 of the fungal isolates were chosen which were chosen as they 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, which
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 differences between both
metabolic patterns, indicating accounts for the existence of interactions between the

fungi of the community.
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1. INTRODUCCION

1.1.  Caracteristicas generales de los hongos

Los hongos son organismos eucariontes pertenecientes al Reino Fungi,
Dominio Eucarya, los cuales pueden ser multicelulares con una forma filamentosa,
aunque también existen en formas unicelulares llamados levaduras (Mc Laughlin y col.
2009). Entre sus caracteristicas destacan sus variadas estrategias de vida, ya que
pueden ser organismos saprofitos, parésitos o simbiontes, lo que los convierte en
importantes componentes de los ecosistemas (Piontelli-Laforet 2011). Sélo se han
logrado identificar aproximadamente 100.000 especies de hongos, de un total estimado
de 3,1 millones de especies (Blackwell 2011). Las células fungicas carecen de clorofila,
tienen paredes celulares compuestas por quitina y poseen uno o0 mas nucleos con un
numero de cromosomas que varia entre 3 a 20, y un tamafio de genoma de entre 10 a
60 millones de pares de bases (Gregory y col. 2007).

En cuanto a su taxonomia, los Phyla o divisiones que se reconocen
tradicionalmente dentro del reino son Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota y
Zygomycota, aunque las uitimas evidencias moleculares sugieren que la division
Zygomycota es polifilética (Lutzoni y col. 2004), siendo algunos grupos de este phylum
incorporados a una nueva division llamada Glomeromycota (Schibler y col 2001).

Estructuralmente, los hongos multicelulares se caracterizan por sus células que
crecen en filamentos microscépicos denominados hifas, las que son su unidad basica.
También existen hongos que pueden tener transiciones entre estados filamentosos

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



hongos dimoérficos, aunque la mayoria presenta solo un estado (Moore 1998). Los
hongos levaduriformes forman colonias semejantes a las bacterianas, con una textura
suave y uniforme, a diferencia de los filamentosos 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 celular, con numerosas ramificaciones laterales y con un crecimiento apical.
En los hongos superiores, estas hifas se encuentran tabicadas por septos. El conjunto
de hifas recibe el nombre de micelio o talo del hongo, el cual le permite crecer sobre un
sustrato. En el micelic de un hongo se distinguen tres tipos: i) el micelio vegetativo, que
corresponde a la zona del hongo adherida al sustrato, formado por un conjunto de hifas
indiferenciadas y asociado a una funcion nutritiva; i) el micelio aéreo, formado por hifas
vegetativas que crecen y se diferencian en hifas aéreas que presentan una orientacién
vertical y que se proyectan sobre la superficie; y iii) el micelio reproductivo, el cual esta
formado por hifas aéreas que dan origen a las estructuras reproductivas (Carrillo 2003).

Los hongos son organismos quimioheterotréficos, ya que utilizan una fuente
quimica de energia, y sustratos organicos como principal fuente de carbono (Stainer y
col. 1992). La obtencidén de esta fuente de carbono se realiza por medio de enzimas
hidroliticas extracelulares que degradan biopolimeros complejos que permiten su
digestion exogena y la posterior absorcion de sus subproductos, los cuales son
almacenados como glicogeno (Deacon 20086).

La reproduccion de los hongos ocurre por medio de esporas, que son pequefias
unidades propagativas envueltas por pared celular, que se dispersan y germinan en
una gran diversidad de ambientes cuando encuentran un sustrato y condiciones

favorables, produciendo nuevas colonias fungicas (Kiies & Fischer 2006). Los hongos



poseen diferentes estrategias y modalidades reproductivas que permiten su
multiplicacion 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 holomorfos (Shenoy y col. 2007). Una misma especie de hongo
teleomorfo, bajo ciertas condiciones, puede desarrollarse asexualmente (anamorfo)
con una morfologia diferente a la del teleomorfo, lo cual es conocido como
pleomorfismo (Bumett 2003). A pesar de ser la misma especie, un hongo teleomorfo
posee un nombre taxonomico distinto al de su anamorfo, existiendo 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 apareamiento. Cuando las hifas de estos micelios de distinto tipo de
apareamiento se encuentran, ocurre una fusién de los citoplasmas de sus células en
una etapa llamada plasmogamia. Los nucleos de las celulas fusionadas permanecen
independientes, en un estado dicaridtico (n + n). Posteriormente, ocurre la etapa de
cariogamia en la que los nucleos de las células dicaridticas se fusionan para obtener
micelios diploides (2n). Finalmente, el nucleo diploide entra en meiosis generando
esporas haploides (n) que corresponden a los productos meidticos, terminando asi la
fase teleomorfa del ciclo. La fase anamorfa del ciclo corresponde al crecimiento
vegetativo donde el micelio se reproduce por mitosis y se diferencia en esporas, las

cuales formaran nuevas colonias fungicas (Savada y col. 2008).



1.2.  ldentificacién de aislados fungicos

Las caracteristicas de las estructuras reproductivas que participan en las fases
anamorfas y teleomorfas son muy importantes en la identificacion y clasificacion
taxonémica de los hongos (Guarro y col. 1999). Entre las estructuras utilizadas para la
clasificacion taxonomica de hongos destacan las esporas asexuales, como los
conidios, que son aquellas esporas que nacen de forma externa y que destacan en
divisiones como la Ascomycota y Basidiomycota; o también pueden ser
esporangioesporas, las cuales nacen de forma interna dentro de estructuras
especializadas y que son propias de divisiones como la Zygomycota (Carrillo 2003).
Las caracteristicas de las estructuras que producen estas esporas también son usadas
como caracter taxonémico. Dentro de éstas se distinguen el conidiéforo, que es una
parte del micelio o una hifa estructuralmente diferenciada en la produccion de conidios.
En los conidiéforos nacen las células conididgenas, las que segun su morfologia
pueden ser fialides o anélides. El analogo de los conidiéforos en el caso de las
esporangioesporas son los esporangiéforos (Peman y col. 2007). Ademas de la
morfologia de las estructuras reproductivas, la forma en la que son producidas las
esporas también es usado como caracter taxonémico, existiendo hongos con un tipo
de desarrollo blastico, en el cual la espora nace por una proyeccion desde la célula
productora con una posterior delimitacion entre ambas por un septo, o también un tipo
de desarrollo talico en el que la produccion de la espora ocurre después de la
delimitacion de la estructura por uno o mas septos y conlleva a que una porcioén de la
hifa reproductora se desarticule al formar los conidios (Castafieda 2001). La morfologia
de las estructuras de reproduccion sexual o teleomorfas también son utiles en la

clasificacién de hongos (Berbee & Taylor 1992). Los cuerpos fructiferos, son tejidos



especializados en los cuales se forman las estructuras encargadas de la produccién de
las esporas sexuales, llamados basidios o ascos que generan basidicesporas ©
ascoesporas, respectivamente, y que permiten ubicarlos en las principales divisiones
fungicas (Guarro y col. 1999).

Aunque la identificacion y caracterizacion de los hongos por medic de
caracteres morfologicos se utiliza ampliamente, existen muchos casos en que éste
método presenta dificultades, especialmente en aquellos que presentan caracteristicas
fenotipicas muy parecidas, razon por la cual se requiere de otros metodos para
complementar esta caracterizacion (Unda y col. 2011). Entre estos métodos destaca el
uso de los marcadores moleculares como los genes que codifican para los RNA
ribosomales, que se encuentran en todas las especies cumpliendo la misma funcion,
tienen baja tasa de transferencia horizontal y sus secuencias poseen regiones
conservadas y variables las cuales son informativas a distintos niveles taxonomicos
(Olsen y col. 1986). El cluster génico ribosomal (Figura 1) esta formado por tres genes
altamente conservados, llamados rDNA 18S, rDNA 5,85 y rDNA 28S, que codifican
para los rRNA 1838 (subunidad menor del ribosoma), rRNA 5,88 y rRNA 288 (ambos
de la subunidad mayor del ribosoma), respectivamente, y que se encuentran
separadas por dos espaciadores intergénicos llamados ITS1 e ITS2 (Atkins & Clark

2004). El cluster ribosomal se encuentra repetido en tandem en el genoma fungico.
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Figura 1. Representacion esquematica de! clister génico del RNA ribosomal fungico.
Se muestran la localizacion de las subunidades pequefia (rRNA 188) y grande (rRNA
28S) separadas por la regién intergénica que incluye los espaciadores transcritos
internos ITS1 e ITS2 junto con el gen del rRNA 5,8S.



El marcador molecular rDNA 18S es uno de los mas utilizados, debido
principalmente a sus secuencias altamente conservadas y a su baja tasa de
sustitucién, lo que lo convierte en una herramienta muy util en el estudio de relaciones
filogenéticas con tiempo de divergencia muy antiguos (Hill & Dixon 1991). El marcador
molecular rDNA 28S también es muy utilizado en la taxonomia fungica y presenta una
mayor variabilidad en su secuencia que el rDNA 18S (Ninet y col. 2003). Sin embargo,
el hecho de que estos marcadores sean tan conservados representa un inconveniente
al identificar organismos muy relacionados filogenéticamente, por lo cual estos
marcadores estan limitados al nivel de género o familia de los hongos (Anderson &
Calrey 2004). Por ofra parte, el marcador molecular ITS (espaciador franscrito
interno), esta compuesto por las regiones ITS1 e ITS2 del cluster ribosomal, las que
presentan tasas de sustitucidon muy elevadas en sus secuencias, convirtiéndolo en uno
de los marcadores moleculares utiles para la identificacidn de hongos a nivel de
especie (Seifert 2009).

Una de las mayores ventajas del uso de marcadores moleculares ribosomales
es que se pueden amplificar faciimente a partir del DNA genémico de un hongo por
medio de la técnica de PCR utilizando partidores universales (Anderson & Calrney
2004). Las secuencias nucleotidicas de los amplicones se pueden analizar con
herramientas bioinformaticas como el BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), que
permite su alineamiento con secuencias de la base de datos del NCBI (National Center
for Biotechnology Information), para asociar una identidad a los hongos estudiados
(Singh y col. 2012).

Como complemento a la caracterizacidn morfoldégica y molecular, los hongos

también se pueden estudiar por medio de una caracterizacion fisiologica, en base a sus



propiedades metabolicas que son unicas para cada uno de estos organismos (Singh
2009). Sin embargo, la identificaciébn y caracterizaciébn metabdlica se dificulta en
hongos cercanamente relacionados requiriéndose andlisis mas extensivos. Algunos
test metabdlicos como el “FF MicroPlate”, entregan una rapida y eficaz caracterizacion
metabdlica de hongos filamentosos (Singh 2009). Este ensayo permite determinar la
utilizacion de una bateria de 95 sustratos diferentes (Figura 2), que son utilizados
diferencialmente entre las distintas especies de hongos. Cada especie fungica tiene un
perfil metabdlico caracteristico que permite utilizario como un rasgo fisiolégico con
valor taxondomico (Currah, 2005). Adicionalmente, este patron de utilizacion de
nutrientes permite caracterizar metabdlicamente comunidades fungicas y compararlas
con los patrones individuales para estudios de interacciones y/o del efecto de

perturbaciones bidticas o abidticas de las comunidades (Buyer y col. 2001).
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Figura 2. Fuentes de Carbono en la FF-Microplate (Biolog).



1.3. Comunidades experimentales microbianas

El estudio de la Ecologia Microbiana busca comprender la diversidad,
distribucion y abundancia de los microorganismos presentes en los distintos habitats
donde forman comunidades y establecen una red de interacciones dinamica y
compleja. Estos estudios se basan en aproximaciones que consisten en modelos
matematicos, observaciones de sistemas naturales y manipulaciones a nivel de campo
o de microcosmo. Una herramienta de estudio que esta actualmente siendo utilizada,
consiste en la construccion de ensambles microbianos experimentales, los cuales
permiten estudiar procesos ecolégicos de interés, tales como la generaciéon vy
mantencion de la diversidad, interacciones ecologicas ¢ las respuestas frente a
perturbaciones entre otros (Jessup y col. 2005).

Los primeros estudios con sistemas microbianos en Ecologia datan de finales
del siglo XIX, fueron los experimentos de Gause (1934) que marcaron la historia de
este tipo de aproximaciones experimentales. Gause construyo sistemas microbianos
experimentales constituidos por bacterias, levaduras y protistas, acoplando estos
experimentos de laboratorio con modelos matematicos de competencia e interaccion
predador-presa. Esta combinacion de experimentos y teoria fue muy poderosa,
permitiéndole hacer predicciones cuantitativas de las interacciones entre especies,
para luego probar esas predicciones con nuevos disefios de experimentos con
microorganismos. Aungue varios principios claves de la Ecologia son atribuidos a los
estudios de sistemas microbianos experimentales, su uso es aun limitado (Jessup y
col. 2005). Sélo recientemente con el auge de la Ecologia Microbiana, el uso de estos
sistemas experimentales han ido en aumento dado las ventajas que estos poseen,

tales como el alto grado de control experimental que ofrecen, combinado con el



pequefio tamaho de estos sistemas y el corto tiempo generacional de los
microorganismos, en adicion a la abundante informacion genética y fisiologica
disponible para estos. Ademas, con el advenimiento de nuevas herramientas
moleculares que permiten monitorear el comportamiento microbiano, la aplicacion de
estos sistemas experimentales podria ser mas eficaz. Estas ventajas permiten el
disefio de experimentos que buscan reducir la complejidad de los sistemas naturales y
abordarlos por medio de sus componentes por separado, siendo esto el principal
propdsito de estos sistemas (Jessup y col. 2004).

Las principales criticas a este tipo de sistemas estan relacionadas
principalmente con su simplicidad estructural y taxonémica, y a su potencial péerdida 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 ecologia
(Lawton 1995).

Uno de los objetivos de este trabajo fue la construccion de una comunidad
fungica experimental, como un modelo biolégico para el estudio de interacciones, a
partir de especies de hongos aisladas del suelo, pero que coexisten en condiciones
naturales. La eleccion de una comunidad fungica se basa en la importancia ecologica
de los hongos, ellos son agentes relevantes de la microbiota, ya gue aportan una alta
diversidad de especies, con una gran versatilidad metabdlica (Hawksworth 2001). Los
hongos también son importantes en los ecosistemas por su participacion en los ciclos

biogeoquimicos y en el proceso de descomposicion organica, ya que son capaces de
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recuperar el carbono fijado que reintegran al ciclo en forma de didxido de carbono a la
atmosfera para su uso en la fotosintesis (Bardgett y col. 2008). En el ciclo del
nitrdbgeno, los hongos ayudan a recuperar el nitrégeno de la materia organica para
convertirlo en amoniaco, que a la vez es facilitado a las plantas. Este proceso es mas
eficiente en las micorrizas, en el cual el hongo intercambia el amoniaco a nivel de las
raices de las plantas por compuestos carbonados producidos por la fotosintesis
(Govindarajulu y col. 2005). Estas micorrizas son también importantes en el ciclo del
fésforo, ya que de esa manera los hongos devuelven este elemento a las plantas en
forma de fosfato (Harrison & Van Buuren 1995). Ademas, en suelos aridos 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 comunicacion
e integracidén de la macrobiota y la microbiota optimizando el flujo de elementos como
el carbono y el nitrogeno entre ellos (Collins y col. 2008), lo que permite a la vez
mejorar la resistencia a la desecacion, la mantencién de la humedad, y ademas a

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

1.4.1. Objetivo General

Aislar e identificar especies fungicas desde un suelo semiarido para la construccién de
una comunidad modelo experimental.

1.4.2. Objetivos Especificos

1) Aislar y caracterizar morfolégicamente hongos desde un suelo semiarido.

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

3) Consfruir una comunidad fungica experimental y detectar sus componentes

mediante perfiles genéticos y metabdlicos.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Recoleccion de las muestras

Las muestras de suelo se recolectaron en el matorral esclerdfilo en la localidad
del “El Romeral” (33°48'S, 70°14'W), Cajén del Maipo, Regién Metropolitana, Chile. Las
muestras se tomaron a 10 cm de profundidad y se almacenaron en bolsas plasticas
con cierre hermético (Ziploc) a 4°C hasta el momento de su anélisis. La localidad de “El
Romeral” se encuentra en la zona precordillerana de la region metropolitana, y
corresponde a una comunidad vegetacional compuesta de arbustos esclerdfilos y
pequefios arboles donde las areas descubiertas poseen un escasa cubierta herbacea.
Esta localidad pertenece a una zona semiarida del matorral de Chile Central, que
presenta un clima Mediterrdneo 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 solucion estéril de agua destilada y Tween 20 al 0,5%. La suspension de suelo
se agité en un agitador orbital a 25°C por 24 horas para luego mantenerla en
incubacion estatica por 2 horas para decantar el material grueso del suelo. A partir del
liquido sobrenadante se realizaron diluciones decimales seriadas en tubos con agua
peptonada al 0,1%. Desde la dilucion 10" hasta la 10°, se sembraron por triplicado 0,1
ml de cada dilucién en placas con medio papa dextrosa agar (PDA) y de agar

Sabouraud, que contenian cloranfenicol a una concentracion de 30 pg/ml para impedir
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el crecimiento bacteriano. Las placas se incubaron a 25°C entre 4 y 7 dias hasta
observar el crecimiento de colonias fungicas.

A partir de las colonias fungicas aisladas se prepararon suspensiones de
esporas y se realizaron diluciones seriadas en agua peptonada al 0,1%, desde la
dilucion 107" hasta la 10°®. Una alicuota de 0,1 ml de las diluciones se sembré en placas
con medio PDA y otras con medio Sabouraud que contenian antibiético como se
menciond anteriormente. Este procedimiento se repitié hasta obtener los aislados
puros {cultivos axénicos). Una vez obtenidos los cultivos axénicos, las colonias se
inocularon en tubos de vidrio con 9 ml de medio PDA inclinado almadenados a 5°C,
para mantener los stocks fungicos. Los aislados obtenidos se designaron con las letras

MR (Matorral-Romeral) seguidas por un numero.

2.3. Caracterizaciéon macroscopica y microscopica de los aislados fungicos
Los aislados se caracterizaron en primer lugar macroscopicamente de forma
visual directamente o con ayuda de una lupa estereoscopica. De este modo se
registraron las caracteristicas de las colonias crecidas en medio PDA, tales como
forma de las colonias, color (tanto por el frente como por el reverso), textura y
produccion de pigmentos en el medio. También se determind la velocidad de
crecimiento radial de las colonias en medio PDA, para lo cual se midié el radio de éstas
cada 24 h utilizando un pie de metro bajo una lupa estereoscopica. Se construyd un
grafico del radio de las colonias en funcion de los dias de crecimiento, del que por
regresion lineal se obtuvo la pendiente de la recta que indica la velocidad de
crecimiento radial. Para la identificacion y registro de las caracteristicas morfoldgicas

del micelio, las esporas, estructuras reproductivas y otros rasgos importantes para la
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identificacion taxondémica de los distintos aislados fungicos, se realizaron
preparaciones para la observacion microscopica. Para esto se utilizé un procedimiento
modificado de la técnica de crecimiento de los hongos en cubreobjetos (Riddell 1950).
Esta tecnica consiste en preparar placas con medio PDA con cloranfenicol (30 pg/ml)
para cada uno de los aislados y con el uso de un asa de siembra estéril cortar 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 fungicos y sobre ellos se coloca un cubreobjeto estéril para
que las hifas del hongo crezcan adheridas a éste. Cada placa se incubé a 25°C hasta
la aparicion de esporas en las colonias. Una vez ocurrido esto, los cubreobjetos se
retiraron de las placas y se les aplico una gota de azul de metileno para la tincion de
las muestras. Los cubreobjetos secos, se colocaron scbre portacbhjetos limpios para su
observacién utilizando un microscopio “Swift optical instruments M10” y se obtuvieron
imagenes digitales mediante el programa “‘Motic Image Plus” (Motic®). Las
observaciones realizadas se compararon con claves taxondémicas de hongos (Piontelli-

Laforet 2011).

2.4. Identificacién molecular de los aislados fungicos

Para la identificacion molecular de los aislados fungicos se analizé la secuencia
de los siguientes marcadores moleculares que se describen en la literatura como
genes con valor taxondémico: los genes ribosomales codificantes de la subunidad
pequena (rDNA 18S) y de la subunidad mayor (rDNA 28S) del ribosoma de hongos.
También se utilizé la regidn intergénica de estos marcadores, llamadas secuencias

transcritas internas (region ITS).
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2.4.1. Purificacién del DNA de los aislados

Los aislados fungicos se cultivaron en 20 ml de medio Vogel 1X (Anexo Tabla
A1), sacarosa al 1,5%, y cloranfenicol (30 ug/ml), en un agitador orbital a 25°C hasta
observar la aparicion de micelio en el medio (aproximadamente de 5 a 7 dias). El
micelio se transfirid a un tubo estéril de 15 ml con un asa de siembra, se lavé con 10 mi
de agua destilada esteril y se centrifugé a 5500 rpm durante 10 min; este
procedimiento se repitié tres veces. Finalmente, se descartd el sobrenadante y el
micelio se transfirid a un tubo de 1,5 ml y se almacend a -20°C. El DNA se purificé a
partir de 100-200 mg de micelio utilizando el kit “PowerSoil DNA isolation” (MoBio Lab.
Inc.). El DNA obtenido se resuspendio en 100 pi de buffer TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1
mM, pH 8,0). El resultado de la extraccion se verifico mediante electroforesis en gel de
agarosa al 0,8% (p/v) en buffer TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). Los
geles se tifieron con GelRed™ (Biotium) y se utilizé el marcador de peso molecular 100

bp (Invitrogen).

2.4.2. Amplificacién y secuenciacion de los marcadores moleculares

Los marcadores moleculares se amplificaron por la técnica de la reaccion 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 LIC24R y LR7,
y para el marcador ITS se utilizaron los partidores ITS1 e ITS4 (Tabla 1). Las
correspondientes amplificaciones se realizaron utilizando el kit "“GoTag PCR Master
Mix” (Promega), que incluye la GoTag® DNA polimerasa en buffer de reaccién “Green
GoTag” (pH 8,5), 200 mM de cada dNTP y 1,5 mM de MgCl,. Las amplificaciones de

los respectivos marcadores moleculares se realizaron en un termociclador Maxygen
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(Axygen). El programa para el marcador rDNA 18S consistid en una denaturacion
inicial a 94°C, para luego seguir con 40 ciclos de denaturacion a 94°C por 1 min, una
hibridacion a 48°C por 1 min y una extension a 72°C por 3 min, con una extension final
a 72°C por 10 min. El programa de amplificacién del marcador rDNA 28S consistié en
una primera denaturacion a 94°C por 1 min, para luego seguir con 30 ciclos de
denaturacion a 94°C por 30 seg, una hibridacién a 52°C por 30 seg y una extension a
72°C por 90 seg, con una extension final a 72°C por 4 min. Finalmente, el programa
para el marcador ITS consistié de una denaturacion inicial a 94°C por 3 min, para
seguir con 30 ciclos de denaturacion por 30 seg, una hibridacién a 57°C por 30 seg, y
una extensién a 72°C por 90 seg, con una extension final a 72°C por 10 minutos. Los
productos amplificados se verificaron por medio de una electroforesis en gel de

agarosa al 1,2% (p/v) tefidos con GelRed™

(Biotium), y se utilizd el marcador de peso
molecular 100bp (Fermentas). Los productos ampilificados se secuenciaron con un
equipo Genetic Analyzer 3730XL (Applied Biosystems; Macrogen Inc.). Las secuencias
de los amplicones se analizaron por medio del programa Mega 5.0 (Tamura y col.
2011) y luego se alinearon con la herramienta de busqueda por similitud del NCBI,
BLAST (www.ncbi.nih.govw/BLAST).

Tabla 1. Partidores utilizados para la amplificacion de los marcadores moleculares
analizados

Blanco Partidor Secuencia (5°-3") Referencia
EF4 GTTTGAACCAGTAAATCTCCT

ONATBS —Fr GTTTGAAGCAGTAAATCTCCT Cmity sol. 1858
LIC24R GAAACCAACAGGGATTG _
rDNA 288 L R7 TACTAGCACCAAGATCT Kauff & Lutzoni 2002
- TS TCCGTAGGTGAACCTGCGG oo oo o

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
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2.5. Construccion de la comunidad experimental

La comunidad experimental fungica se prepar¢ en frascos de 20 ml, usando
como sustrato 0,5 g de lana de roca estéril y medio de cultivo conteniendo solucién
salina Vogel 1X, dextrosa 0,5 %, extracto de levadura 0,5%, tiamina 0,5% vy
cloranfenicel 30 pyg/ml. El medio de cultivo se aplicd a una capacidad de retencion de la
matriz de un 60%. Para obtener las esporas de los hongos seleccionados para el
montaje de la comunidad, los mismos se cultivaron en tubos con medio PDA inclinado
entre 7-10 dias. Al final de la incubacién, se agregaron 2 ml de agua destilada estéril
para obtener una suspension densa de esporas. Se utilzd una camara de Neubauer
para determinar la concentracion de esporas de cada aislado. La comunidad fungica se
prepar6 inoculando 2 x 10* esporas de cada uno de los 5 hongos aislados
seleccionados para conformar la comunidad, y se incubd a 24°C durante 72 h para
determinar los perfiles de T-RFLP vy los perfiles metabdlicos. Se realizaron triplicados

de los microcosmos.

2.5.1. Perfiles genéticos de los aislados fungicos 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 extraido 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
resuspension del micelio comunitario), se amplific6 por PCR el marcador molecular
ITS, utilizando el partidor ITS1 marcado en su extremo 5’ con el fluoréforo 6-FAM (8-

carboxifluoresceina) y con el partidor ITS4 sin marcar. Los productos de amplificacion



18

se purificaron con el kit “UltraClean PCR Clean-up purification” (MoBio Lab. Inc.).
Mediante un analisis in sifico con el programa “MEGA 5.07, se determind que la enzima
de restriccion de corte frecuente BstUl, genera fragmentos de restriccion terminales (T-
RFs) en los amplicones de ITS de diferentes tamanos; por lo tanto, los productos de
amplificacion purificados se digirieron en forma separada con 20 U de la enzima
seleccionada siguiendo las recomendaciones del fabricante (Fermentas). Los
productos de digestién se purificaron y los T-RFs se separaron por electroforesis
capilar en un Analizador Genético 3730 (Applied Biosystems; Macrogen Inc.). Para
cada muestra se generd un electroferograma y se compararon los T-RFs obtenidos,

con los esperados mediante el analisis in sifico.

2.5.2.Perfiles metabélicos de los aislados fungicos y la comunidad experimental

El patrdn metaboélico de cada aislado fungico se determiné 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
suspension de esporas fungicas. Los pocillos poseen yodo-nitro-tetrazolio (INT), el cual
es usado como un indicador redox para medir colorimétricamente la oxidacién de las
fuentes de carbono metabolizadas. Cuando el compuesto es oxidado, el INT se reduce
de forma irreversible a un compuesto de color rojo llamado formazan, que posee su
maxima absorbancia a 490 nm (Kubicek y col. 2002).

Cada aislado fungico se cultivd en medio PDA inclinado hasta observar
abundante esporulacion. A partir de este cultivo se preparé una suspensién de esporas
en agua destilada esteril. La concentracion de esporas se determindé con una camara

de Neubauer. Todas las muestras se ajustaron a una concentracion de 107
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esporas/pocilioc en medio de inoculacién “FF Fluid” (BIOLOG). Se inocularon 0,1 ml de
la suspension de esporas en cada pocillo utilizando una micropipeta multicanal. Las
placas se incubaron a 24°C y se analizaron cada 24 horas con un espectrofotometro de
multiplaca Epoch (Biotek) a 490 nm. Los datos de absorbancia obtenidos se
procesaron restando a cada pocillo el valor de absorbancia medido en el primer pocillo
que contiene agua (control). Un valor de absorbancia mayor o igual a 0,1 indica un
resultado positivo para un pocillo, es decir, que el hongo utiliza la fuente de carbono
ensayada {(Dobranic & Zak 1999). Las 95 fuentes de carbono se agruparon en 6
categorias, que corresponden a acidos carboxilicos, amidas y aminas, aminoacidos,
carbohidratos, polimeros y una categoria de miscelaneos (Preston y col. 2002). Cada
aislado se caracterizé de acuerdo al patron metabdlico obtenido.

Para determinar el perfil metabdlico comunitario, luego de la incubacioén, el
micelio de la comunidad se resuspendio en agua destilada estéril mediante agitacion
del sustrato por dos horas en un agitador orbital. La suspensién micelial se diluyé 10
veces en “FF Fluid” (BIOLOG). Se inocularon 0,1 ml de la suspension micelial en cada
pocillo de las placas “FF Microplate” (BIOLOG), se incubaron a 24°C y se realizaron
mediciones de absorbancias en cada pocillo a 490 nm. Los datos obtenidos se
procesaron como se describid anteriormente. Los valores de absorbancia obtenidos en
los 96 pocillos del test FF MicroPlate de los hongos creciendo individualmente, se
sumaron para crear una unica matriz de absorbancias que refleja el perfil metabélico
esperado de una comunidad tedrica. Este perfil téorico se compard con el perfil
obtenido del test FF MicroPlate de la comunidad experimental. Se utilizaron los valores
de absorbancia medidos hasta las 72 h, ya que después de ese tiempo los pocillos se

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



3. RESULTADOS

3.1.  Caracteristicas morfoldgicas de los hongos aislados

A partir del aislamiento directo desde la muestra de suelo se obtuvo una
variedad de organismos fungicos, tanto levaduras como hongos filamentosos. De las
distintas colonias obtenidas en las placas de purificacién, se seleccionaron y purificaron
36 hongos filamentosos, utilizando como criterio de discriminacién sus caracteriticas
macroscocipas. Cada uno de los aislados se caracterizaron morfolégicamente, tanto
con las caracteristicas de las colonias (macroscopicas) como en sus estructuras
miceliales y reproductivas (microscdpicas). Segun estas caracteristicas se identificaron
al menos a nivel de genero, 29 de los 36 aislados (Tabla 2), los cuales se distribuyeron
en 2 divisiones, 10 familias y 14 géneros (Tabla A7). En las secciones posteriores se
describen las principales caracteristicas de los aislados que permitieron su
identificacion.

Tabla 2. Resultados de la identificacién de los aislados basada en los caracteres
morfologicos.

Aislado ldentificacion Morfoldgica Aislado Identificacion Morfologica
MR-1 Aspergillus niger MR-12 Cladosporium sp.

MR-2 Aspergillus sp. MR-13 Penicillium canescens
MR-3 Aspergiffus sp. MR-14 Penicillium chrysogenum
MR-4 Aureobasidium pullulans var. pullulans MR-15 Penicilfium expansum
MR-5 Aureobasidium pullulans var. melanogenum  MR-16 Peniciffium polonicum
MR-6 Purpureocillium lifacinum MR-17 Penicillium sp.

MR-7 Ulocladium sp. MR-18 Penicillium sp.

MR-8 Ulocladium sp. MR-19 Penicillium sp.

MR-9 Paecifomyces variotii MR-20 Penicillium sp.

MR-10  Cladosporium /Davidielia MR-21 Beauveria sp.

MR-11 Cladosporium sp. MR-22 Beauveria sp.
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Continuacion Tabla 2.

MR-23 Mortierella sp. MR-30 Coniothyrium sp.
MR-24 Absidia sp. MR-31 Phoma sp.
MR-25 Talaromyces flavus MR-32 NI

MR-26 NI MR-33 NI

MR-27 NI MR-34 NI

MR-28 Lecythophora sp. MR-35 NI

gli—:?g Lecythophora sp. ~ MR-36 NI

NI = no identificado

3.1.1. Aspergillus

3.1.1.1. Aislado MR-1

Una de las caracteristicas macroscopicas mas importantes que permiten la
distincion de hongos dentro del género Aspergilius, es el color de sus conidios. Los
conidios de este aislado muestran un color caracteristico que varia desde el café
oscuro al negro. Las colonias de MR-1 creciendo en medio PDA poseen una textura
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 caracteristicas permiten asociar a este
aislado a la especie Aspergillus niger. Su velocidad de crecimiento radial (VCR) en
medio PDA fue de 2,3 mm/dia (Anexo Tabla A2).

En A. niger el conidiéforo nace de una estructura llamada célula pie que se
dilata en el apice formando una vesicula esférica. De la vesicula del conidiéforo nacen
las celulas conidiogénicas (fidlides) que se encuentran sobre otras estructuras
llamadas metulas, por lo cual A. niger presenta fialides biseriadas. El conjunto de
vesicula, métulas y fidlides recibe el nombre de cabeza conidial, que para el caso de A.

niger tiene un aspecto radiado. Los conidios son globosos y rugosos (Figura 3).
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3.1.1.2. Aislado MR-2

Las colonias del aislado MR-2 poseen un color verde oscuro, con matices de
amarillo en el centro de la colonia. Las colonias tienen un aspecto flocoso, y bajo la
lupa estereoscopica se puede observar abundante presencia de conidios, los cuales
son de color verde, aungue algunos presentan una coloracién con tonos mas amarillo.
Por el reverso las colonias presentan un color naranja de tono fuerte. La VCR en medio
PDA bajo las condiciones de cultivo fue de 1,2 mm/dia (Anexo Tabla A2).

Al microscopio se pueden observar conidioéforos caracteristicos del género
Aspergilfus, con su apice vesiculado, que no es tan esférico en comparacion al de A.
niger. La cabeza conidial es radiada y biseriada, ya que las fidlides se encuentran

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

3.1.1.3. Aislado MR-3

El aislado MR-3 fue asociado al género Aspergiflus. En sus primeros dias 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 abundante conidiacion, que se puede observar con una lupa
estereoscopica. Este aislado tuvo una VCR en PDA de 1,6 mm/dia (AnexoTabla A2).

Microscopicamente, fue posible observar los tipicos conidiéforos del género
Aspergillus, con sus cabezas radiadas, de las cuales nacen las células productoras de

conidios (Figura 3).
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Figura 3. Colonias y conidiéforos de los aislados MR-1, MR-2 (ambas en medio PDA) y
MR-3 (en medio Sabouraud) del genero Aspergifius. La barra indica 250 um.
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3.1.2. Aureobasidium

3.1.2.1. Aislados MR-4 y MR-5

Los aislados MR-4 y MR-5 poseen similitudes maorfolégicas. Ambos forman
colonias con una textura “cremosa”, similar a las colonias de levadura. De hecho, los
hongos de la especie Aureobasidium pullulans (la mas comun del género) a menudo
son llamados “levadura negra”, por su forma de crecimiento y su tipo de reproduccion
que al ser visualizada al microscopio se asemeja a la gemacion de levaduras (Gaur y
col. 2010). La diferencia entre las dos muestras radica en el color de las colonias. La
muestra MR-4 presenta una coloracién 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. puliulans, con colonias de color
rosado como la muestra MR-4, y A. puliulans var. mefanogenum, con colonias de color
negro como la muestra MR-5 (Figura 4). Las VCR de ambas variedades también son
distintas, teniendo la muestra MR-4 una VCR de 2 4 mm/dia, y la muestra MR-5 una
VCR de 0,9 mm/dia en medio PDA (Anexo Tabla A2).

El analisis microscépico revela el desarrollo conidial bastante particular de esta
especie. A. pullufans presenta un tipo de desarrollo llamado conidiogénesis enddgena,
que consiste en que elementos de la pared interna de las hifas envuelven a los ntcleos
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. pulfulans (MR-4) y de A.
pullufans var. melanogenum (MR-5) en medio PDA. La barra indica 250 um.

3.1.3. Purpurecciflium

3.1.3.1. Aislado MR-6

Las colonias poseen un aspecto similar a la gamuza, con un rapido crecimiento.
Las colonias de este aislado poseen un color caracteristico violeta palido (Figura 5),
aungue algunas veces también puede observarse con tonos mas 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 aislado en PDA fue de 2,4 mm/dia (Anexo
Tabla A2).

Microscopicamente, se observa la presencia de conidiéforos largos vy
ramificados, con fidlides con una clara forma de botella con largos cuellos que se
agrupan generalmente de a tres, sin mostrar el patron de agrupamiento de penicilios.
De estas fidlides nacen los conidios, los cuales crecen en cadenas y poseen una forma
semi-elipsoidal (Figura 5). Estas caracteristicas permiten asociar este aislado a la
especie Purpureocillium lilacinum. Esta especie era comunmente conocida como
Paecilomyces liacinus, aunque con nuevos analisis filogenéticos, se comprobd que
este hongo no se agrupaba con este género, a pesar de poseer estructuras

microscopicas caracteristicas de Paecilomyces (Luangsa-Ard y col. 2011).

Figura 5. Colonia en PDA, conidiéforos con sus fialides y conidios de P. fifacinum (MR-
6). La barra indica 250 um.
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3.1.4. Ulocladium

3.1.4.1. Aislados MR-7 y MR-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 dias de crecimiento, adquiriendo 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 mas aterciopelada. Las
VCR de ambas muestras en PDA son similares, 2,9 mm/dia para la muestra MR-7 y
2,8 mm/dia para la muestra MR-8 (Anexo Tabla A2).

El rasgo microscopico mas notorio de estas muestras es la presencia de
macroconidios septados multinucleados, que son caracteristicos del género Ulocladium
(Figura 6). Estos se denominan conidios tréticos, que son formados por un tipo de
conidiogénesis donde cada conidio es delimitado por una extensién de la pared interna
de su célula conididgena, la cual luego lo expulsa por un pequefio orificio o canal. Los
conidios observados en las muestras MR-7 y MR-8 se presentan tipicamente solitarios
y poseen una forma elipsoidal, aunque también se observan varios con formas mas
irrequlares. Ademas, presentan septos, ya sea transversales, longitudinales u oblicuos,
0 una combinacion de éstos. Esta disposicion de los septos de los conidios de
Ulocladium sp. es un rasgo que permite distinguir a este género de otros similares,

como por ejemplo Curvufaria sp. que solo presenta conidios con septos transversales.
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Figura 6. Colonias en medio Sabouraud y conidios tréticos septados de Ulocladium sp.
(MR-7 y MR-8). La barra indica 250 ym.

3.1.5. Paecilomyces

3.1.5.1. Aislado MR-9

Las colonias de la muestra MR-9 se caracterizan por su color amarillo cercano
al café, similar al color de la arena (Figura 7). Por el reverso las colonias presentan una
coloracion un poco mas palida que la observada frontalmente. Las colonias presentan

una textura suave con apariencia similar al polvo. Una de las caracteristicas mas
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llamativas de esta muestra con respecto a los demas aislados es su rapido crecimiento
(VCR en PDA de 7,6 mm/dia; Tabla A2), dado que a los pocos dias, una sola colonia
es capaz de cubrir una placa con medio PDA.

Con respecto a sus caracteristicas microscopicas, se observa que los
conidiéforos no poseen célula basal y el apice de éste no es vesiculado como en el
caso de Aspergillus. El conidioforo no es tan largo como en Purpureocillium lilacinum
(Paecilomyces lilacinus). Como es caracteristico de los hongos del género
Paecilomyces, las fidlides presentan largos y finos cuellos, y se pueden encontrar
solitarias o agrupadas (aunque no como penicilios). Los conidios nacen desde estas
fidlides y se ramifican en largas cadenas acropetalas. Los conidios poseen una forma
elipsoidal y una apariencia lisa (Figura 7). Estas caracteristicas morfologicas permiten

asociar a este aislado a la especie Paecilomyces variotii.

Figura 7. Colonia en medio PDA, conidiéforo y conidios en cadenas de P. variotii (MR-
9). La barra indica 250 um.
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3.1.6. Cladosporium | Davidiella

3.1.6.1. Aislados MR-10, MR-11 y MR-12

Las colonias de las muestras MR-11 y MR-12 se relacionan con el género
Cladosporium y poseen un color verde oliva en sus primeros dias de crecimiento para
dar paso a un color verde mas oscuro en las colonias més viejas, con una textura
aterciopelada (Figura 8). Por el reverso las colonias muestran un color verde muy
oscuro, casi negro. Por otra parte, la muestra MR-10 mostro una altemnancia en sus
morfologias, teniendo algunas veces la apariencia morfologica del teleomorfo de
Cladosporium (correspondiente al Geénero Davidiella), manteniendo aigunas
caracteristicas similares a su anamorfo, como por ejemplo el color de las colonias,
aunque su aspecto aterciopelado es mas notorio y su crecimiento radial es mas
reducido. Otras veces presentdé una morfologia similar a las de MR-11 y MR-12. La
VCR de la muestra MR-10 es de 1,3 mm/dia, la de la muestra MR-11 es de 1,8 mm/dia
y la de la muestra MR-12 es de 1,0 mm/dia (todas en medio PDA; anexo Tabla A2).

Al observar las muestras (MR-10, MR-11 y MR-12) al microscopio, se observan
conidioforos bien diferenciados con multiples ramas conidiégenas (Figura 8). Se
pueden ver ramoconidios, que son cortas ramas apicales de un conidiéforo que se
libera del conidiéforo inicial y que funciona como un conidio. Estos ramoconidios se
caracterizan por poseer su base truncada. También se pueden cbservar 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 desarrollo blastico y
crecen ramificados en cadenas acropétalas. Los conidios son alargados (elipticos) y de

textura lisa. En cuanto a la muestra MR-10, no fue posible cbservar estructuras de



31

reproduccion sexual (teleomorficas), aunque si se lograron observar las anamérficas, lo

que podria dar cuenta de una alternancia entre ambos estados reproductivos.

Figura 8. Colonias en medio PDA, conidioforos ramificados y conidios creciendo en
cadenas de Cladosporium/Davidiefla (MR-10) y Cladosporium sp. (MR-11 y MR-12). La
barra indica 250 pym.
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3.1.7. Penicillium / Talaromyces

3.1.7.1. Aislado MR-13

Las colonias de la muestra MR-13 (asociadas al género Penicillium) creciendo
en PDA se caracterizan por su textura flocosa, con un coler blanco, aunque también
muestra tonos verdes (Figura 9). Por el reverso las colonias son de color café. Con la
lupa se puede observar la presencia de gotas de exudado transparentes en la
superficie de las colonias. Esta muestra presenta un fuerte y caracteristico olor a tierra
mojada, probablemente por la produccién 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/dia (Tabla A2).

Al microscopio se observan los conidiéforos caracteristicos de los hongos de
este género (Figura 9). Estos presentan las fidlides agrupadas en penicilios, de los que
nacen los conidios que crecen en cadenas. A la vez, los conidiéforos son biverticilados,
ya que presentan métulas bajo las fidlides (no nacen directamente de los conidiéforos).
Los conidios son globosos y levemente rugosos. Estas caracteristicas permiten asociar

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

Figura 9. Colonias en medio PDA y conidiéforos de P. canescens (MR-13). La barra
indica 250 pym.
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3.1.7.2. Aislado MR-14

Las colonias del 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 colonias son de un color gris con tonos de color rojo. Una de las
caracteristicas mas llamativas de esta muestra es su gran capacidad de esporulacion,
formando siempre un gran ndmero de colonias en los medios de cultivo. La VCR en
medio PDA es de 1,9 mm/dia (Anexo Tabla AZ).

Al microscopio pueden observarse conidiéforos triverticilados, ya que tienen dos
estados de ramificacién, presentando fialides con ramas bajo las métulas (Figura 10).
Las fialides tienen forma de botella pero sus cuellos son mas cortos en comparacion a
otras muestras del género. Los conidios son esféricos, lisos y crecen en cadenas.
Estas caracteristicas son similares a las descritas para la especie Penicillium

chrysogenum.

S

Figura 10. Colonias en medic PDA y conididéforos de P. chrysogenum (MR-14). La
barra indica 250 pm.
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3.1.7.3. Aislado MR-15

Las colonias del aislado MR-15 (asociado al género Penicilfium) en medio PDA
muestran una textura similar a la de P. chrysogenum, suave similar al polvo. El color de
las colonias es de un verde mas claro que P. chrysogenum y muestran un
caracteristico borde de color amarillo (Figura 11). Por el reverso las colonias son de
color amarillo claro. Posee un olor similar al descrito en P. canesces. Su VCR en PDA
es de 1,8 mm/dia (Anexo Tabla A2).

Posee conidiéforos biverticilados, con fidlides agrupadas en penicilios (Figura
11). Estas son mas grandes en comparacion a las de P. chrysogenum, al igual que los
cuellos de estas células. Los conidios crecen en cadenas, son esféricos y lisos. Estas

caracteristicas son similares a las descritas para la especie Penicillium expansum.

Figura 11. Colonias en medio PDA y conidioforos de P. expansum (MR-13). La barra
indica 250 pm.
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3.1.7.4. Aisiado MR-16

En los primeros dias de crecimiento, el aislado MR-16 (asociado al género
Penicillium) 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 dias (dado
por la aparicion de esporas). Las colonias mas viejas toman un color verde oscuro. Por
el reverso las colonias son de color blanco con tonos de amarillo. La textura de las
colonias es flocosa y bajo la lupa estereoscopica 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/dia (Anexo Tabla A2).

Los conidioforos son monoverticilados, ya que las fialides que estan agrupadas
en penicilios nacen directamente de éste (Figura 12). A la vez, las fialides poseen
forma de botella, relativamente largas, aunque sus cuellos son mas cortos. Los
conidios crecen en cadenas, son esféricos, aunque levemente elipsoidales, con textura
un tanto rugosa. Sus caracteristicas morfologicas son similares a las descritas para la

especie Penicillium pofonicum.

Figura 12. Colonias en medio PDA y conidiéforos de P. polonicum (MR-16). La barra
indica 250 um.



36

3.1.7.5. Aislados MR-17, MR-18, MR-18 y MR-20

Estos aislados del género Penicillium son diferentes morfoloégicamente, aunque
comparten la caracteristica de producir conidios que con el tiempo hacen que las
colonias se pongan de color verde. Las muestras MR-17 y MR-19 poseen una textura
flocosa, mientras que la MR-18 y MR-20 presentan una textura polvorienta. En medio
Sabouraud la muestra MR-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 MR-19 prodgce gran cantidad de gotas de exudado visibles a simple vista. La
VCR de la muestra MR-17 es de 0,9 mm/dia, la de MR-18 es de 0,9 mm/dia, la de MR-
19 es de 0,6 mm/dia y la de MR-20 es de 0,5 mm/dia (Anexo Tabla A2).

Microscépicamente, se pueden observar los conididforos caracteristicos de los
hongos del género Penicillium, con sus fialides agrupadas en penicilios y sus esporas

naciendo de éstas creciendo en largas cadenas (Figura 13).

Figura 13. A. Colonias en medio Sabouraud y conidiéforos de Penicillium sp. (MR-17).
La barra indica 250 ym.
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Figura 13. B. Colonias en medio Sabouraud y conidiéforos de Penicillium sp. (MR-18,
MR-19, MR-20). La barra indica 250 pm.
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3.1.7.6. Aislado MR-25

Las caracteristicas morfologicas de este hongo permiten asociarlo a la especie
Talaromyces flavus (Teleomorfo de Penicillium). Las colonias del aislado MR-25 tienen
una textura similar al polvo, siendo muy parecidas a las del género Penicillium (verdes
con un borde blanco). Con mas dias de crecimiento las colonias adquieren un color
verde mas oscuro en su centro, presentando una textura particular en esa zona, similar
a cabellos, lo cual puede observarse mejor bajo la lupa estereoscopica. Esta apariencia
puede deberse a la produccién de estructuras de reproduccion sexual por parte de este
hongo, ya que es un género holomorfo (Piontelli-Laforet 2011). Otra caracteristica
particular de esta muestra, es la produccion 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/dia; Anexo Tabla A2).

Al microscopio sélo se pudo observar las estructuras de reproduccion asexual
del hongo. Se observan los conidiéforos tipicos del genero Peniciflium, presentando las
fialides agrupadas en penicilios (Figura 14). Los conidioforos son biverticilados, ya que
las fidlides nacen de métulas, las cuales son casi del tamafio de las fialides. Estas
ultimas son alargadas y presentan finos cuellos. Los conidios crecen en cadenas,

poseen una forma elipsoidal y una textura lisa.
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Figura 14. Colonias en medio PDA y conidiéforos con conidios de T. flavus (MR-25).
La barra indica 250 um.

3.1.8. Beauveria

3.1.8.1. Aislados MR-21 y MR-22

Las caracteristicas morfolégicas de estos aislados permiten asociarlos al
género Beauveria. Los aislados MR-21 y MR-22 comparten muchas caracteristicas
morfolégicas. Ambas muestras poseen una textura algodonosa y un caracteristico color
blanco en colonias con varios dias de crecimiento. La diferencia en ellas radica en el
color de sus colonias en los primeros dias de crecimiento. Mientras que la muestra MR-
21 es de color blanco y amarillo claro por el reverso, la muestra MR-22 es de color
rosado por ambas caras (Figura 15). Ademas, 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. bassiana (uno de
los hongos mas comunes del género) presenta ambas caracteristicas morfologicas

mencionadas anteriormente (Zimmermman 2007). En el caso de la muestra MR-21, en
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algunos casos fue posible observar una caracteristica morfolégica distinta a ia descrita,
la gque consiste en un crecimiento radial mas reducido, pero junto a un considerable
aumento del crecimiento vertical de las colonias. A la vez, la textura de las colonias no
era algodonosa, si no que era mas bien sélida. Estas caracteristicas corresponden a
las del teleomorfo de Beauveria, llamado Cordyceps, lo cual da cuenta de la
alternancia de ambos estados reproductivos de esta muestra. La VCR en PDA de MR-
22 (1,3 mm/dia) fue levemente mayor a la de la muestra MR-21 en el mismo medio (1,0
mm/dia) (Anexo Tabla A2).

Ambas muestras comparten sus caracteristicas microscépicas. Las ceélulas
conidiégenas no estan agrupadas, son solitarias y poseen forma de botella. Varios
conidios nacen de una misma célula conidiégena, aunque la forma en que éstos se van
generando es un rasgo distintivo de este género. Los conidios poseen un desarroilo
simpoidal, que implica que los conidios que se van generando se agrupan en
repeticiones laterales debajo del conidio inicial, razén por la cual las esporas parecen
agruparse en zig-zag a partir de la célula conidiégena. A la vez, los conidios poseen

una forma subesférica y de textura lisa (Figura 15).
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Figura 15. Colonias, conidiéforos y conidios de MR-21 en medio PDA y de MR-22 en
medio Sabouraud. La barra indica 250 um.

3.1.9. Mortierella

3.1.9.1. Aislado MR-23

Las caracteristicas morfologicas de este aislado permiten asociarlo al género
Mortierella. En los primeros dias de crecimiento en medio Sabouraud, se caracterizan
por crecer ampliamente, pero solo su micelio, sin la aparicion de esporas en la

superficie. El micelio, a diferencia de otras muestras, es sdlido al tacto y tiene una
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apariencia como si estuviera formado por capas. Las colonias con varios dias de
crecimiento esporulan, adquiriendo un color blanco en sus superficies y tienen un
aspecto algodonoso pero muy solido (Figura 16). Por el reverso, las colenias muestran
su micelio creciendo en capas. Posee una VCR en PDA de 2,7 mm/dia (Anexo Tabla
A2). Al ser un hongo Zygomycota, Mortierella posee esporangiéforos en lugar de
conidioforos, y esporangioesporas en lugar de conidios. Las cabezas de los
esporangiéforos son redondas, y apenas puede observarse la presencia de métulas
(Figura 16). Ademas, se pudo observar un esporangiéforo con su pared desintegrada,
lo que permitid distinguir las esporangioesporas de Mortierella, las cuales poseen una

forma elipsoidal (Figura 16).

Figura 16. Colonia en medio PDA, esporangiéforo y esporas de Mortierella (MR-23).
LLa barra indica 250 um.
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3.1.10. Absidia

3.1.10.1. Aislado MR-24

Las colonias de la muestra MR-24 en sus primeros dias de crecimiento,
presentan un micelio similar al de Mortierella, con un aspecto de capas, aunque con
una textura mas globosa y de un color café. Entre los dos y tres dias de crecimiento,
comienza a producir una gran cantidad de hifas aéreas creciendo verticaimente a la
colonia, que pueden ser observadas a simple vista (Figura 17). Con mas dias de
crecimiento, las colonias se cubren totalmente por hifas aéreas, las cuales llegan a
tocar la tapa de la placa donde estan creciendo. Estas colonias viejas se observan de
color café. La VCR de esta muestra es de 0,3 mm/dia (Anexo Tabla A2).

Al microscopio, pueden observarse los esporangioforos caracteristicos del
género Absidia, que son pirformes. La cabeza globosa del esporangiéforo se
denomina esporangio, en el cual puede observarse una columela y Ilas
esporangioesporas sobre éstas. La estructura con forma de embudo que une el
esporangio con el esporangiéforo se denomina apdéfisis, bajo la cual se puede observar

la presencia de septos (Figura 17).

Figura 17. Colonia en medio Sabouraud y esporangiéforo con esporas en su cabeza
de Absidia sp. (MR-24). La barra indica 250 pm.
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3.1.11. Coniochaeta | Lecythophora

3.1.11.1. Aislados MR-26 y MR-27

Las colonias de estas muestras se caracterizaron por mostrar una variedad de
aspectos morfolégicos distintos, a pesar de ser crecidas en el mismo medic y a Ia
misma temperatura. Las muestras MR-26 y MR-27 se caracterizaron por presentar una
textura solida y un crecimiento radial mas reducido (VCR en PDA de 0,9 y 0,6 mm/dia,
respectivamente) (Anexo Tabla A2). El color de las colonias de la muestra MR-26 era
naranjo y el de la MR-27 era similar aunque con un tono mas cercano al rosado (Figura
18). No fue posible observar estructuras reproductivas de interés en estos aislados.
Esta caracterizacion fue insuficiente para aproximarse al género de estos aislados,
aunque con los resultados del BLAST (como se mostrard mas adelante), se determiné

que ambas muestras pertenecen al género Coniochaeta (teleomorfo).

Figura 18. Colonias en medio PDA de /os aislados MR-26 y MR-27.
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3.1.11.2. Aislados MR-28 y MR-29

Las muestras MR-28 y MR-29 poseen una textura solida, aunque no tanto como
las muestras MR-26 y MR-27. Ademas, su crecimiento radial es mayor que el de las
otras dos muestras, con una VCR en PDA de 1,3 mm/dia tanto para las muestra MR-
28 como para MR-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 caracteristicas permiten concluir que estas muestras pertenecen al género
Lecythophora, que es el anamorfo de Coniochaeta (muestras MR-26 y MR-27 como se
mostrara mas adelante en el analisis molecular). Sin embargo, fue posible observar
una alternancia en la morfologia de las colonias de MR-28 y MR-29, presentando en
algunos casos las mismas caracteristicas macroscépicas de los aislados MR-26 y MR-
27 (Coniochaeta), lo que al comienzo dificultd la caracterizacion de las mismas.

Con respecto a sus caracteristicas microscoépicas, no fue posible observar las
estructuras reproductivas sexuales de Coniochaeta, aunque si se pudo observar las
asexuales de Lecythophora (Figura 19). Se observan fidlides no terminales, es decir,
intercalares en las hifas. Estas fidlides son langeniformes (con forma de frasco) y se
caracterizan por poseer engrosamientos, lo que les da un aspecto de hinchamiento.
Cuando el hongo ya esta esporulado es muy dificil observar estas fialides intercalares,

lograndose ver solo los conidios elipsoidales por los costados de las hifas.
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Figura 19. Colonias en medio PDA vy fialides intercalares de Lecythophora (MR-28 y
MR-29). La barra indica 250 ym.

3.1.12. Coniothyrium

3.1.12.1. Aislado MR-30

En sus primeros dias de crecimiento las colonias de la muestra MR-30
presentan una textura flocosa muy compacta y de color café. Con varios dias de
crecimiento, las colonias adquieren una textura mas solida, aungue aun conservan su

textura flocosa compacta en el centro. La coloracion de estas colonias es llamativa, ya



47

que se observan colores en anillos, que van desde un color verde en el centro de las
colonias, siguiendo por un verde mas oscuro, para luego observar un color café en el
borde de las colonias (Figura 20). También se pueden observar puntos negros que
cubren la superficie de ellas. Estos puntos negros se observan mejor con la lupa
estereoscopica, los cuales corresponden a sus estructuras reproductivas. Su VCR es
de 3,2 mm/dia (Anexo Tabla A2). Con respecto a estas estructuras reproductivas, se
observaron con mas detalle en el microscopio y reciben el nombre de picnidios. Estos
son cuerpos fructiferos asexuales, con una forma de pera o también subesférica
(Figura 20). En la cavidad interna del picnidio se encuentran las celulas conididgenas
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 picnidio con
mucho detalle, aunque si se lograron 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 lisa Estas

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

Figura 20. Colonia de Coniothyrium sp. en medio PDA y un picnido entre sus hifas
(MR-30). La barra indica 250 pm.
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3.1.13. Phoma

3.1.13.1. Aislado MR-31

En sus primeros dias de crecimiento, las colonias de la muestra MR-31 tienen
una textura flocosa y un color entre café y verde. Se observa produccién de pigmento
café claro en el medio Sabouraud. Con mas dias de crecimiento, 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/dia
(Anexo Tabla A2).

Microscépicamente fue posible observar picnidios al igual que en la muestra
MR-30, aunque en este caso fue posible observarlos longitudinalmente. 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 partir de las paredes del picnidio, y poseen una forma muy alargada
(Figura 21). Estas caracteristicas han sido descritas para los hongos del género

Phoma.

Figura 21. Colonia en medio PDA y seccion longitudinal del picnidio de Phoma sp.
(MR-31). La barra indica 250 um.
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3.1.14. Aislado MR-32

Las colonias del aislado MR-32, se caracterizan por su alta velocidad de
crecimiento (VCR de 12,2 mm/dia; Anexo Tabla A2), que le permite cubrir totalmente la
placa en poco tiempo. Las colonias son de color amarillo, muy planas y con una textura
solida, lo que le da una apariencia de corteza que cubre el medio de cultivo (Figura 22).

Microscopicamente, se observaron estructuras reproductivas gue se encuentran
terminales a las hifas septadas, sin embargo, se observé que a partir de esa estructura
crece otra hifa, quedando intercaladas entre ellas. Con estas caracteristicas no se

pudo asociar este aislado a ningun género en particuiar.

Figura 22. Colonia en medio PDA y conidiéforo de MR-32. La barra indica 250 ym.

3.1.15. Aislado MR-33
Al igual que la muestra MR-32, la muestra MR-33 se caracteriza por ser muy
plana y por poseer una textura sélida, aunque en las colonias mas 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/dia (Anexo Tabla A2). No fue posible

observar sus estructuras reproductivas en el microscopio.

Figura 23. Colonias en medio PDA del aislado MR-33.

3.1.16. Aislado MR-34

Las colonias son de color rojo, con una textura levemente flocosa y sélida en el
centro. Con mas dias de crecimiento, las colonias adquieren un color negro,
aterciopeladas en los bordes y con una marcada estructura solida en el centro (Figura
24). Su VCR en PDA es baja, con 0,6 mm/dia (Anexo Tabla A2). Fue posible observar
las esporas de este hongo, las que poseen una forma subglobosa (Figura 24). Sin

embargo, no fueron suficientemente particulares para asociarlas a ningun género.
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Figura 24. Colonias en medio Sabouraud del aisiado MR-34 y sus esporas. La barra
indica 250 ym.

3.1.17. Aislado MR-35

Las colonias poseen una textura flocosa. Al comienzo son de color rosado, y
con mas dias de crecimiento poseen tonos mas oscuros en su centro. Se caracterizan
por la abundante produccién de un compuesto que tifie el medio Sabouraud a un color
café muy oscuro (Figura 25). Su VCR en medio PDA es de 1,6 mm/dia (Anexo Tabla

A2). No se logro observar sus estructuras reproductivas al microscopio

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 cafée,
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 (Ulocladium sp.). No se logré observar sus
estructuras reproductivas al microscopio. La VCR de este aislado en PDA es de 2,8

mm/dia (Anexo Tabla A2).

Figura 26. Colonias del aislado MR-36.

3.2 Identificacidon molecular de los aislados fungicos

Para confirmar la identificaciéon de los aislados fungicos realizada mediante la
caracterizacion morfolégica, se analizaron las secuencias de los marcadores
moleculares correspondientes a los genes que codifican los RNAs ribosomales 18S y

28S y la region intergénica (ITS).
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3.2.1. Obtencién del DNA y amplificacion de los marcadores moleculares

Para la caracterizacién molecular de los aislados se realizé una extraccion de
DNA total de cada uno de los aislados fungicos, la calidad e integridad del DNA se
determiné 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 1,2%, obteniendo amplicones de un tamafio de aproximadamente
1500 pb para el rDNA 28S, de 1500 pb para el rDNA 18S y 600 pb para el marcador

ITS (Figura 27).
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Figura 27. Electroforesis en gel de los marcadores rDNA 28S (A), 18S (B) e ITS (C),
usando el marcador de peso molecular 100bp (100-3000).

3.2.2. Secuenciacién de los marcadores moleculares y analisis de las
secuencias.

Se obtuvieron las secuencias nucleotidicas de los amplicones de los diferentes
marcadores para cada aislado, las cuales se obtuvieron por medio de una
secuenciacion en un solo sentido. Las secuencias se revisaron para eliminar sus
extremos, de manera de utilizar s6lo la zona del electroferograma que presentd una
adecuada calidad para los andlisis posteriores. Las secuencias nucleotidicas 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 porcentaje de cobertura e
identidad con la secuencia de las muestras analizadas. Los resultados detallados del
analisis del BLAST para las secuencias de los marcadores rDNA 28S, rDNA 185 e ITS
se muestran en los anexos en las Tablas A3, A4 y A5, respectivamente; un resumen se
muestra en la Tabla 3. Este anélisis permitié asociar molecularmente a que género o
especie pertenece cada uno de los aislados. Existieron casos en los que no fue posible
analizar las secuencias de alguno de los tres marcadores moleculares mediante
BLAST, va que se encontraban defectuosas o eran muy cortas para ser alineadas. La
clasificacion taxonémica de los aislados con respecto al marcador molecular rDNA
28S, indica que éstos se agrupan en 1 divisién, 3 clases, 6 ¢rdenes, 8 familias y 12
géneros. Con respecto al marcador molecular rDNA 18S los aislados se agrupan en 3
divisiones, 5 clases, 8 6rdenes, 12 familias y 17 géneros. Segun el marcador molecular
ITS los aislados se agruparon en 3 divisiones, 5 clases, 8 ordenes, 15 familias y 20
géneros (Tabla A7). Los datos de agrupamiento taxonémico indican que el marcador

ITS es el mas resolutivo a nivel de familia, género y especie.

Tabla 3. Resultados de la identificacion de los aislados basada en los marcadores
moleculares.

Aislado rDNA 288 rDNA 18S ITS
MR-1 Aspergillus niger Aspergillus niger Aspergilfus niger
MR-2 - - Aspergiilus versicolor
MR-3 Aspergilfus sp. Aspergillus wentii Aspergillus wentii
MR-4 Aureobasidium pullulans — Aureobasidium pullulans  Aureobasidium pullulans
MR-5 Aureobasidium pullulans  Aureobasidium puliulans Dothideomycetes sp.
MR-6 - Paecilomyces lilfacinus Purpureocillium litacinum
MR-7 Alternatia sp. Ulocladium sp. Ulocladium sp.
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MR-8 Alternaria sp. Ulocladium sp. Ulocladium sp.

MR-9 Paecilomyces variotif Paecilomyces variotii Paecilomyces variotii
MR-10 ” - Davidiella tassiana
MR-11 Cladosporium cladosporioides — Davidiellaceae sp.  Cladosporium cladosporioides
MR-12 Cladosporium bruhnei Cladosporium bruhnei  Cladosporium cladosporioides
MR-13 Peniciflium sp. Peniciflium sp. Penicillium canescens
MR-14 Penicillium chrysogenum Penicillium sp. Penicillium chrysogenum
MR-15 Penicifliunt sp. Penicillium sp. Penicilfium expansum
MR-16 Peniciflium sp. Peniciflium sp. Penicillium polonicum
MR-17 Peniciflium sp Penicilfium sp Penicillium roseopurpureum
MR-18 Penicillium sp Penicilfium sp Penicillium canescens
MR-19 Peniciflium sp Peniciflium sp -

MR-20 Penicilfium sp Penicilfium sp Penicillium canescens

MR-21 Beauvetia bassiana Beauveria brogniartii Beauveria bassiana
MR-22 Beauveria sp. Beauveria bassiana Beauveria bassiana
MR-23 - Mortierella alpina Mortierelfa alpina
MR-24 - - Absidia sp.

MR-25 Talaromyces flavus Talaromyces flavus Talaromyces flavus
MR-26 Coniochaeta sp. Coniochaeta velutina Lecythophora sp.
MR-27 Coniochaeta sp. Coniochasta sp. Coniochaeta sp.
MR-28 Coniochaeta sp. Coniochaeta velutina Lecythophora sp.
MR-29 Coniochasta sp. Coniochaeta velutina Lecythophora sp.
MR-30 Conjothyrium sp. Coniothyrium sp. Paraconiothyrium sp.
MR-31 Phoma sp. Phoma sp. -

MR-32 - Phanerochaete sp. Phanerochaete sordida
MR-33 - Trametes sp. Trametes versicolor
MR-34 Preussia sp. Preussia lighicola. Preussia sp.
MR-35 Phoma sp. Phaeosphaeria sp. Stagonospora sp.
MR-36 Alternaria sp. Alternaria alternata Embellisia sp.
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Al complementar los resultados de BLAST de los diferentes marcadores
moleculares, y a la vez, con ayuda de la caracterizacién morfologica, se logré llegar a
una identificacion consenso mas probable para cada aislado (Tabla 4), para lo cual se
le asigné mayor importancia al resultado obtenido con el marcador TS (més resolutivo)

y a lo observado con la morfologia (Tabla AB).

Tabla 4. Identificacion de los aislados propuesta de acuerdo a la caracterizacion
morfolégica y molecular.

Aislado Identificacién mas probable Aislado Identificacion méas probable
MR-1 Aspergillus niger MR-19 Penicilfium sp.
MR-2 Aspergillus versicolor MR-20 Peniciliium sp.
MR-3 Aspergillus wentii MR-21 Beauveria bassiana
MR-4 Aureobasidium pullufans var. puflulans MR-22 Beauveria bassiana
MR-5 Aureobasidium pullulans var. melanogenum  MR-23 Mortierella alpina
MR-6 Purpureocillium filacinum MR-24 Absidia sp.

MR-7 Ulocladium sp. MR-25 Talaromyces flavus
MR-8 Ulocladium sp. MR-26 Coniochaeta sp.
MR-9 Paecilomyces variotii MR-27 Conlochaeta sp.
RAR—‘I 0  Davidiella tassiana MR-28 Lecythophora sp.
MR-11 Cladosporium cladosporioides MR-29 Lecythophora sp.
MR-12  Cladosporium bruhnei MR-30 Coniothyrium sp.
MR-13  Penicillium canescens MR-31 Phoma sp.

MR-14  Penicillium chrysogenum MR-32 Phanerochaete sp.
MR-15  Penicilium expansum MR-33 Trametes versicolor
MR-18  Peniciliium polonicum MR-34 Preussia sp.

MR-17 Penicilfium sp. MR-35 Stagonospora sp.

MR-18  Penicillium sp. MR-36 Embeliisia sp.
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Al comparar los resultados de la caracterizacién morfologica y molecular con
respecto a la identificacién mas probable de los 36 aislados (Figura 28), se puede
observar que la caracterizacién con el marcador ITS fue la que mejores resultados
entregd (86,1% de coincidencia). Los resultados de la caracterizacion morfologica
coincidieron en un 77.8% con la identificacion mas probable, lo cual indica ademas que
esta caracterizacion se ajusta mejor con los resultados del marcador ITS. Los
marcadores rDNA 18S y 28S obtuvieron menores porcentajes de coincidencia con la

identificacion mas probable (75,0% y 63,9% respectivamente).
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Figura 28. Coincidencias entre las diferentes herramientas usadas en la identificacion
de los aislados fungicos y la identificacién consenso.

Al analizar esta comparacion a nivel de los géneros fungicos obtenidos por cada
una de las caracterizaciones (Figura 29), se puede ver que el marcador rDNA 28S fue
el menos resolutivo, ya que no fue capaz de detectar a los géneros fungicos Mortierella

y Absidia (Zygomycota), Phanerochaete y Trametes (Basidiomycota), incluyendo a
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algunos Ascomycotas como Ulocladium. Por otra parte, existieron algunos géneros que
solo fueron identificados por el marcador ITS, como por ejemplo Embellisia o
Stagonospora, Ademas, el marcador ITS fue capaz de identificar el género de los 7
hongos no identificados en la caracterizacion morfolégica. Algunos géneros como
Penicillium, Aureobasidium, Talaromyces, Cladosporium y Beauveria fueron
identificados en cada una de las caracterizaciones.
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Figura 29. Coincidencias entre las diferentes herramientas usadas en la identificacion
de los aislados fungicos y la identificacion consenso a nivel de género.

Con respecto a la identificacion mas probable, los 36 aislados se agruparon en 3
divisiones, 6 clases, 8 ordenes, 15 familias y 21 géneros (Tabla 5). La division mas
abundante fue la Ascomycota (88,8%), la clase mas abundante fue Dothideomycetes

(36,1%), el orden mas abundante fue Eurotiales (33,3%), la familia mas representada



fue Trichocomaceae (36,1%) y el género mas abundante fue Penicillium (22,2%)

(Figura 30).

Tabla 5. Distribucion en los diferentes niveles taxonomicos de los aislados fungicos

identificados.

Divisiones Clases Ordenes Familias Géneros n
Aspergillus 3
Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Paeq{omy L !
Penicillium 8
Talaromyces 1
Dothideales Dothicraceae Aureobasidium 2
Ulocladium 2
Pleosporaceae Phoma 1
Pleosporales Embelhsfg )
Ascomycota Dothideomycetes Leptosphaeriaceae Coniothytium 1
Sporormiaceae Preussia 1
Phaeosphaeriaceae Stagonospora 1
Gapnadisles Davidiellaceae Cladosporium 2
Mycosphaerellaceae  Davidiella 1
Ophiocordycipitaceae  Purpureocillium 1
ypatreRieh Hypocreales Clavicipitaceae Beauvetia 2
) . ; Coniochaeta 2
Sordariomycetes ~ Sordariales Coniochaetaceae Locythaphiors 5
Basidiomycota Agaricomycetes Polyporales Phansiochactactas HiGARroRHAGS :
Polyporaceae Trametes 9
Zygomycota Zygomycetes Mucorales Martisreliagese Monfrgreﬂa !
Mucoraceae Absidia 1

) - ) o i o ® Bequveria 5

& Coniochaeta

i Lecythophora |
& Cladosporium
o Aureobasidium |
@ Confothyrium
= Mortierelia
@ Absidia |
Davidietla
& Purpureocilliurm
& Stagonosporg
% Phanerochaete |
& Ulocladium
E Phoma
@ Embellisia |
w Trametes
“ Preussia ]
Aspergillus {
: Poecilomyces i
@ Penicillium |
= Talaromyces :

Figura 30. Distribucién de los aislados fungicos identificados a nivel de género.
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3.2.3. Comparacion de los resultados de la caracterizacién de la fraccion
cultivable con los de una caracterizacion independiente de cultivo.

Considerando que los aislados obtenidos representan la fraccién cultivable de la
comunidad fungica del suelo semiarido 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 fraccién fungica
obtenida mediante un analisis independiente de cultivo. En la genoteca, se obtuvieron
114 clones, que se distribuyeron en 5 divisiones, 11 clases, 19 érdenes, 24 familias y
38 géneros. La mayoria de las secuencias de la genoteca se relacionaron con hongos
de la divisién Ascomycota (61%).

Los resultados de la genoteca se compararon con los datos obtenidos en este
trabajo con los aislados fungicos, para lo cual se construy6é un dendrograma con el
algoritmo Neighbor-joining siguiendo el modelo Kimura 2-parametros, usando las
secuencias del marcador rDNA 18S obtenidas en la genoteca y en la fraccidn cultivable
(Figura 31). Los datos obtenidos del analisis independiente de cultivo, indican un mayor
nimero de divisiones (5) en comparacion a la fraccion cultivable (3). En cuanto al
numero de familias obtenidas en la fraccion cultivable (12), ésta fue duplicada en el
anélisis independiente de cultivo (24). La familia mas abundante entre los clones fue
Sporomiaceae con 12 representantes, en el caso de la fraccion cultivada la familia mas

abundante fue Trichocomaceae con un 36% de representacion.
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Figura 31. Analisis de agrupamiento de las secuencias obtenidas del marcador
molecular rDNA 18S de la fraccion cultivable (circulos verdes) y de la genoteca
(independiente de cultivo; cuadrados rojos). La topologia del arbol se infirid mediante el
algoritmo Neighbor-Joining con 500 iteraciones de boosttrap y siguiendo el modelo
Kimura 2- parametros. La secuencia de Phytophthora riparia (JQ626604.1) se utilizd

como raiz del arbol.
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A pesar de que la diversidad taxonémica obtenida en el analisis independiente
de cultivo fue claramente mayor a la obtenida en la fraccion cultivable, se obtuvieron
aislados de 6 familias de esta ultima que no fueron obtenidos en la genoteca lo que
indica que a pesar de que la caracterizacion fungica mediante técnicas independientes
de cultivo cubren un gran espectro, es necesario una analisis dependiente de cultivo
para complementar los datos de composiciéon de la comunidad fungica del suelo. Esta
diferencia fue aun mas clara cuando la comparacion se realizd a nivel de género. Del
total de 17 géneros identificados en la fraccidon cuiltivable, 12 (13,8% del total de
secuencias analizadas) no se visualizaron en el analisis independiente de cultivo,
mientras que los ofros 5 (30,8% del total de secuencias analizadas) fueron

identificados en los dos métodos (Figura 32).
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Figura 32. Frecuencia relativa de secuencias presentes exclusivamente en la fraccion
cultivada, exclusivas de la fraccion no cultivada, y comunes a ambas fracciones.
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3.3. Comunidad fangica experimental

Las comunidades microbianas experimentales son modelos novedosos para el
estudio de la Ecologia Microbiana a partir del cual se pueden estudiar diversos
procesos ecologicos. En este trabajo se construyé una comunidad fungica
experimental, para lo cual se seleccionaron 5 especies fungicas que se indican en la
Tabla 6 y se estudiaron los cambios en estructura genética y actividad metabdlica
mediante T-RFLP y el test “FF Microplate” de BIOLOG, respectivamente. Los aislados
seleccionados se eligieron por pertenecer a los géneros de la familia fungica mas
abundante (Trichocomaceae), segun lo determinado mediante la aproximacion
dependiente de cultivo. Ademés se eligi¢ al azar un quinto miembro de la comunidad,
identificado como del género Cladosporium cladosporioides, un componente comun de

suelos aridos en general.

Tabla 6. Hongos utilizados para la construccién de la comunidad experimental

Aislado Género o Especie Familia Orden Clase

MR-1 Aspergifius niger Trichocomaceae  Eurotiales Eurotiomycetes
MR-9 Paecilomyces variotii Trichocomaceae  Eurotiales Eurctiomycetes
MR—‘IZ Cfadospc;rfum cfadosporfoidés Davidiellaceae Capnodiélres Dothideomyéetés
MR-13 Penicillium canescens Trichccomaceae  Eurotiales Eurotiomycetes
MR-25 Talaromyces flavus Trichocomaceae  Eurotiales Eurctiomycetes

3.3.1. Perfiles genéticos
Para estudiar la estructura genética comunitaria mediante patrones de T-RFLP

de un marcador molecular, se determiné previamente el fragmento terminal especifico
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de cada aislado (T-RF) y se compar6 con el esperado a partir de la digestion in silico
de la secuencia. Los patrones de T-RFLP se realizaron con el marcador molecular ITS
digerido con la enzima de restriccion BstUl. Los T-RFs esperados y experimentales
obtenidos para cada aislado se muestran en la Tabla 6. En el caso del T-RFLP,
ademas de los peaks de fluorescencia esperados, también se observan otros de
fluorescencia parecida a éstos, aungue con longitudes de pares de bases que no son
los esperados, por lo cual son descartados (T-RFs falsos). Estos se compararon con
los obtenidos en el T-RFLP de los hongos creciendo en comunidad, en el cual tambien
se obtuvieron 4 T-RFs falsos de fluorescencia menor a la de los T-RFs esperados

(Tabla 7).

Tabla 7. T-RFs (pb) obtenidos experimentalmente por T-RFLP y los esperados por
analisis in silico.

Hongos individuales Comunidad Experimental
T-RE finivid T-RF falso L T-RF falso
Muestra esperado experimental experimental

MR-1 453 448 - 448
MR-9 148 144 447 145

—_— 101/401

MR-12 377 376 - S78 591/603
MR-13 136 131 100/435/587 132
MR-25 142 137 - 138

El perfil de T-RFLP de los hongos creciendo en comunidad se muestra en el
electroferograma de la Figura 33. En el perfil de T-RFLP de la comunidad experimental
de los hongos seleccionados fue posible observar todos los T-RFs esperados en el

analisis in silico y en el T-RFLP de los mismos hongos realizado individualmente. La



65

fluoresencia obtenida para el aislado MR-1 fue considerablemente mayor que la del
resto de los hongos, razén por la cual la fluoresencia relativa de los T-RFs de las

demas muestras se ven tan bajas. También se observan los 4 T-RFs falsos, aunque

son claramente identificables de los T-RFs esperados.
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pb

Figura 33. Perfil de T-RFLP del marcador molecular ITS de la comunidad de los
aislados seleccionados para el montaje de la comunidad fungica experimental.

3.3.2. Perfiles metabdlicos

Para la caracterizacion metabélica, las placas FF-Microplate del test metabdlico
de BIOLOG se inocularon con una suspension de esporas, para evaluar el uso de los
distintos nutrientes. Los nutrientes ensayados se agruparon en 6 categorias como se
muestra en la Tabla 8, y en esta misma se indican cuantas fuentes de cada categoria

fue capaz de consumir cada aislado fungico analizado, lo cual refleja los patrones de
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riqueza de utilizacion de los sustratos del test. Estos datos permiten distinguir distintos

patrones metabolicos para cada aislado.

Tabla 8. Categorias de fuentes de carbono de la placa FF-Microplate (BIOLOG) vy el
numero de fuentes utilizadas por cada muestra.

Aislado caiﬂgiﬁios Aminas/amidas Aminoacidos Carbohidratos Miscelaneos Polimeros
(17) (6) (13) (44) (10) (3)
MR-1 517 0/6 3/13 17/44 2/10 3/5
MR-9 1117 1/6 8/13 36/44 6/10 5/5
MR-12 017 0/6 113 2/44 0/10 1/5
MR-13 2117 2/6 213 14/44 2110 4/5
MR-25 17 0/6 0/13 16/44 2/10 4/5

Para el analisis metabdlico de la comunidad, se construy® un microcosmos con
los 5 hongos seleccionados, del cual, luego de 3 dias de incubacion a 24°C, se obtuvo
un sobrenadante que fue utilizado para inocular las placas del test FF-Microplate
(BICLOG).

Los valores de absorbancia obtenidos del test metabélico individual de los 5
hongos de la comunidad, se sumaron para crear una matriz unica de absorbancias,
con el fin de simular el test metabélico de una comunidad teérica. Estos se compararon
con los resultados obtenidos del test realizado a la comunidad experimental al mismo
tiempo de incubacion (Tabla 9).

Se observan diferencias entre el patron metabolico de los hongos creciendo en
comunidad y los mismos creciendo individualmente. Esta diferencia se observa tanto

en la utilizacién o no de ciertas fuentes de carbono, ya que, en la comunidad
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experimental el numero de resultados de absorbancia positivos es considerablemente
mayor que la de los hongos individuales. Sin embargo, existen dos fuentes de carbono
que no son utilizadas por la comunidad (B-Ciclodextrina y D-Arabinosa) pero que si se
esperan en la comunidad tedrica ya que los perfiles individuales muestran que algunos

de los componentes fungicos de la comunidad son capaces de utilizar estos nutrientes.

Tabla 9. Perfil metabdlico de la comunidad experimental y de la comunidad tedrica

Comunidad

experimental' | | 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12

A 000 | 078|078 | 216|018 | 1,54 | 068 | 0,00 | 0,79 | 0,88 | 128 | 1,20
B 0,32 | 0,01 | 1,39 | 055 | 1,92 | 0,10 | 0,29 | 0,56 | 1,25 | 1,35 | 1,50 | 2,13
¢ 0,17 | 0,00 | 1,33 | 0,44 | 1,62 | 0,76 | 1,42 | 0,37 | 0,31 | 0,06 | 1,75 | 1,90
D 063|238 (210|125 | 052|019 | 050 | 213 | 0,76 | 0,34 | 1,54 | 0,52
E 081|052 | 158 | 174|128 | 114|247 | 022|139 | 027|056 | 1,18
F 048 | 0,16 | 0,60 | 0,30 | 0,19 | 0,53 | 0,46 | 0,02 | 0,20 | 0,38 | 0,80 | 1,43
e 1,00 | 0,09 | 0,04 | 0,60 | 0,58 | 0,07 | 0,43 | 1,15 | 0,90 | 1,15 | 0,49 | 1,24
H 019 | 1,10 | 026 | 0,84 | 1,19 | 0,85 | 0,29 | 0,04 | 0,46 | 0,81 | 0,00 | 0,35
C‘t’g:{gg?d 1 2 | 3 | 4| 5 | 6 | 7|8 |9 |10/ 11| 12
A 0,00 | 0,84 | 0,01 | 0,97 | 0,10 | 0,02 | 0,50 | 0,28 | 0,53 | 0,13 | 0,10 | 0.12
B 1,95 | 014 | 225 | 0,26 | 1,30 | 0,26 | 0,24 | 0,45 | 0,14 | 0,11 | 0,00 | 0,77
c 0,03 | 0,01 | 0,05 | 00 | 057 | 0,41 | 0,60 | 0,00 | 0,01 | 0,02 | 0,1 | 022
D 0,05 | 0,90 | 2,20 | 0,38 | 0,05 | 0,11 | 0,06 | 0,57 | 0,18 | 0,34 | 0,92 | 0,18
E 063|050 | 026 | 052 | 001|006 |057]|008]|033|001]| 030|040
F 0,33 | 0,02 | 0,03 | 0,00 | 0,00 | 0,04 | 0,48 | 0,07 | 0,00 | 0,14 | 0,00 | 0,28
G 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 |000| 015 | 007|002 001} 01 | 002} 002]| 148 | 0,00 0,03

'Valores de absorbancia obtenidas en los 96 pocillos del test metabdlico “FF-Microplate”
(BIOLOG) luego de 72 h de incubacion de los hongos creciendo en comunidad y ’de la suma de
los mismos creciendo individualmente (comunidad tedrica). En gris se muestran los pocillos que
resultaron positivos (absorbancia mayor o igual a 0.1).
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Ademas, las fuentes de carbono que son consumidas en ambos casos, No son
utilizadas en igual magnitud, siendo mayor este consumo en la comunidad
experimental en la mayoria de los casos. Esto se logra observar con mas detalle en el
grafico 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, tambien se puede
observar que el consumo es mayor en la comunidad tedrica para fuentes de carbono
como la adenosina y la a-ciclodextrina. Esta ultima fuente de carbono representa la
mayor diferencia en consumo entre ambas comunidades, y se correlaciona ademas
con el hecho de que la B-ciclodextrina es una de las fuentes no utilizadas por la
comunidad experimental y que si es esperable en la comunidad teodrica, ya que hay
componentes fungicos que la utilizan, pero que no expresan esta propiedad cuando
crece en la comunidad experimental.

De este modo, se obtuvo que la comunidad experimental tiene una mayor
versatilidad metabolica que la esperable a partir de sus componentes individuales
(comunidad tedrica), lo que sugiere una interaccion entre los hongos que podria

favorecer la utilizacion de las fuentes de carbono,
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Figura 34. Utilizacién de las diferentes fuentes de carbono en la comunidad teorica
(azul) y la comunidad experimental (rojo).



4. DISCUSION

41. Identificacién morfolégica versus identificacion molecular de los aislados

La identificacién de los hongos es un componente fundamental de las
investigaciones de diversas areas, como por ejemplo en los estudios de diversidad en
varios ambientes, asi como en estudios de hongos patégenos de plantas y causantes
de enfermedades en humanos (Begerow y col. 2010).

La caracterizacion morfolégica de los aislados de este trabajo, permitid
aproximarse en la mayoria de los casos a una identificacion a nivel de género, aunque
la identificacién a nivel de especie se hizo mas dificil. Esta aproximacion resulté de
mejor forma en aquellos hongos mas conocidos, sin embargo en aquellos hongos
menos comunes, para los cuales la informacién morfolégica es mas escasa, se
requirié del complemento previo de la identificacion molecular para aproximarse mejor
a las caracteristicas microscépicas de esos aislados.

Por esta razon, a pesar de su importancia, la caracterizacion morfolégica de los
aislados frecuentemente es problematica, debido a que muchas veces existe escasa
informacion de caracteres, y también debido a |a plasticidad morfologica que presentan
muchos hongos (Slepecky & Staremer 2009). Ademas, la aproximacion morfologica
muchas veces es criticada por ser considerada subjetiva (Marinach-Patrice y col 2009),
ya que el método se complica sobre todo a nivel de especie, en el cual las diferencias
morfologicas, sobretodo de sus estructuras microscopicas, se hacen muy poco
notorias, quedando a criterio y experiencia del observador la discriminacion de la

especie.
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Por esta razén, los marcadores moleculares se han utilizado ampliamente en
investigaciones asociadas a la taxonomia fungica, ya que proveen varias ventajas que
permiten complementar las falencias de la caracterizacion morfolégica (Hawksworth
2012). Los resultados del analisis molecular se correlacionaron en la mayoria de los
casos con los de la morfologia. Sin embargo, el marcador rDNA 285 fue menos
resolutivo, sobretodo en la identificacién de hongos de las divisiones Basidiomycota y
Zygomycota. El marcador molecular rDNA 18S fue mas resolutivo que el rDNA 288, sin
embargo fue el ITS el marcador que entregd mayor informacion a nivel de especie, y el
que mejor se correlacion6 con la caracterizacion morfologica. El mayor poder resolutivo
del marcador ITS era esperado, ya gue junto a otros marcadores como los genes
codificantes de la subunidad RPB2 de la polimerasa, de la B-tubulina y de la
calmodulina, entre otros, han demostrado ser una gran herramienta para la
identificacion de especies fungicas (Seifert 2009).

Ante esto, en los Ultimos afos, el concepto de un cédigo de barras mediante el
uso de marcadores moleculares que permita el reconocimiento de especies entre los
distintos reinos eucariotas, ha adquirido gran importancia. Idealmente, este codigo de
barras, debiese consistir del mismo marcador para todos los reinos. De este modo, el
“Consortium for the Barcode of Life” (CBOL) postuld el gen de la subunidad 1 de la
citocromo ¢ oxidasa (CO1) para este objetivo (Schindel & Miller 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 entregd los
mejores resultados en la identificacién de un amplio rango de especies fungicas, de
modo que este marcador sera propuesto como el cédigo de barras fungico primario

(Schoch y col. 2012).
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Sin embargo, a pesar de que la identificacion molecular de los hongos
actualmente es ampliamente usada en comparacion a la identificacion morfologica, la
descripcion valida de una especie fungica, aln requiere del complemento de la
caracterizacion morfologica, de acuerdo al cddigo internacional de nomenclatura

botanica (McNeill y col. 2006).

4.2. Comparacién de la caracterizacién de la fraccién fungica cultivable con la
caracterizacion independiente de cultivo

El desarrollo de las técnicas moleculares relacionadas al analisis de las
secuencias de los marcadores ribosomales significé un gran avance para la Ecologia
Microbiana y sus estudios asociados a la diversidad y filogenia (Woese & Fox 1977).
Varios trabajos asociados a este tipo de estudios se han basado exclusivamente en
este método, principalmente por su capacidad de detectar numerosos microorganismos
que no pueden ser cultivados en condiciones de laboratorio (Ward y col. 1990). El
hecho de que las técnicas independientes de cultivo no estan limitadas a las especies
microbianas cultivables, permite suponer que este método seria capaz de identificar
todas las especies microbianas de cierto ambiente, tanto las cultivables, como las no
cultivables.

En este trabajo se observé que estos supuestos no se confirman, ya que a
pesar de que con la genoteca se obtuvo una mayor diversidad de hongos en
comparacion al metodo cultivable, se obtuvieron aislados que solo fueron identificados
con éste ultimo método y que podrian representar especies poco abundantes. En
conjunto, ambos metodos permitieron identificar un total de 50 géneros fungicos, de los

cuales 12 solo lograron ser identificados en la fraccion cultivable. De este modo, no se
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puede afirmar que el método independiente de cultivo captura el espectro total de la
diversidad microbiana, en este caso, de la diversidad fungica.

El hecho de que se hayan obtenido varios hongos, en el analisis de la fraccion
cultivable, los cuales no se detectaron en la genoteca, puede ser debido a sesgos
involucrados en la metodologia asociada a esta aproximacion molecular. Se ha visto
que la extraccion de DNA a partir de una muestra de suelo, puede representar un
sesgo, ya que existen especies microbianas que poseen una morfologia que hace
dificil esta extraccién, por lo cual las concentraciones de DNA obtenidas son menores,
o incluso, puede no ser obtenido. La concentracion de DNA obtenida, también puede
verse afectada por la abundancia relativa en la que se encuentra alguna de las
especies microbianas al momento de realizar la extraccion. Por lo tanto, el cultivo
podria revelar la presencia de especies abundantes y cultivables, pero también podria
revelar la presencia de especies poco abundantes de la comunidad que son capaces
de crecer bajo las condiciones de cultivo proporcionadas (Pedros-Alié 2006). Las
dificultades en la cantidad de DNA molde obtenido, se traduce en problemas al
momento de amplificar el marcador molecular por PCR. Ademas de la proporcion de
molde, se ha visto que los numeros de ciclos de un PCR también afectan la
composicion de la genoteca obtenida (Bonnet y col. 2002). Sin embargo, se ha visto
que es poco probable que los sesgos que se deban a una pérdida de especificidad de
los partidores utilizados en el PCR, ya que los mismos partidores utilizados para la
genoteca son usados para la amplificacion de marcadores moleculares en los cultivos
puros (Donachie y col. 2007).

Por otra parte, que se hayan identificado hongos en la genoteca, no

encontrados en el analisis de la fraccion cultivable, era mas esperable, ya que el
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aislamiento se realizo solamente en dos tipos 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 gue se obtenga una mayor diversidad de hongos.

Los meétodos basados en cultivo ademas de permitir la identificacion de
organismos no detectables por la aproximacion independiente de cultivo, tienen la
ventaja de permitir la verificacién y prueba de hipétesis metabdlicas determinadas por
los datos de la metagendmica, proveen nuevas secuencias de genomas que permiten
el disefio de mejores partidores para el refinamiento de los métodos moleculares y
provee de cepas de referencia que permiten estudios de fisiologia, genética y
patogenicidad, entre otros. De este modo, cualquier investigacion en la que se discuta
la diversidad microbiana de algun ambiente solamente basada en una aproximacién
molecular sin tomar en cuenta la fraccion cultivable, puede ser considerada incompleta
(Prakash y col. 2013).

La razén de la comparacion de la fraccion cultivable de este trabajo con la
independiente de cultivo del mismo suelo, es conocer de forma mas completa la
diversidad del suelo semiarido estudiado, para realizar una mejor seleccion de los
hongos constituyentes de la comunidad experimental, y asi intentar construir una
comunidad que represente mejor a este suelo. Esto debido a que una de las criticas
que generalmente se hacen de las comunidades microbianas experimentales, es su
perdida de realismo con respecto a un sistema natural (Jessup y col. 2005).

Cuatro de los hongos seleccionados pertenecen a la familia Trichocomaeceae,
la que fue la mas abundante en la fraccion cultivable, y también una de las mas

abundantes identificadas en la genoteca. Sin embargo, de los hongos seleccionados
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para la comunidad, Cladosporium sp. y Aspergillus niger no fueron identificados en la
genoteca pero si en la fraccion cultivable, en la cual, fueron de los géneros flngicos
con mas representantes, y de los mas habituales en los pasos de aislamiento desde la
muestra de suelo. Sin embargo resulta extrano que no hayan sido identificados en la
genoteca, ya que es sabido que los hongos de estos géneros poseen amplia
distribucion cosmopolita y representan unos de los hongos mas comunmente aislados
(Accensiy col. 1999; Crouss y col. 2007).

Se ha descrito que en suelos del tipo semiarido, la mayoria de la diversidad
fingica pertenece a la divisién Ascomycota. Ordenes como Pleosporales, Hypocreales,
Pezizales y Dothiedales, son muy comunes en estos suelos. Los géneros mas
comunes dentro de los Pleosporales son Alternaria, Bipolars, Phaesophaeria,
Leptosphaeria, Preussia y Phoma (Porras-Alfaro y col. 2011). Estos datos se
correlacionan con los obtenidos en la fraccion cultivable y con los de Ia genoteca. Por
otra parte, también se ha descrito que en estos suelos semiaridos, también existen
varios hongos saprotrofos, y dentro de los principales géneros se encontraron a
Cladosporium y Aspergillus, entre otros (States & Christensen 2001). De este modo, se
ve que los hongos seleccionados para la construccion de la comunidad, son

representantes validos para su elaboracion.

4.3. Comunidad experimental y deteccion de sus componentes

Las comunidades microbianas experimentales han representado modelos
novedosos que permiten abordar distintas tematicas de la Ecologia Microbiana. La
principal ventaja de estos ensambles es permitir reducir la complejidad asociada a los

sistemas naturales y aportar como una nueva herramienta al conjunto de
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aproximaciones clasicas utilizadas en la Ecologia Microbiana. Por otra parte, para el
manejo de las comunidades experimentales, es importante contar con metodologias
que permitan abordar estos sistemas, y que logren identificar a los componentes
constituyentes o que permitan monitorear cambios a niveles comunitarios. Para ese
objetivo, técnicas moleculares como el T-RFLP y otras metabdlicas como el test “FF
MicroPlate” han sido utilizadas para el estudio de comunidades fungicas (Verbruggen y
col. 2012; Albrecht y col. 2010).

Los datos obtenidos en este trabajo con la técnica del T-RFLP permiten estudiar
la composicion de una comunidad fungica experimental, y reconocer a sus
componentes. El poder contar con los perfiles individuales de cada hongo es
importante al momento de montar una comunidad experimental, ya que facilita el
reconocimiento de sus componentes y permite identificar los fragmentos esperados, de
aquellos falsos, que representan un ruido en el analisis. La técnica del T-RFLP,
ademas, permite conocer la abundancia en la que se encuentra cada componente de
la comunidad en el tiempo (Liu y col. 1997). El microcosmos, que consistié en una
matriz de lana de roca suplementado con nutrientes, fue incubado durante 72 h hasta
el momento del analisis. Sin embargo, fue llamativo el hecho de que la abundancia de
la muestra MR-1 (Aspergillus niger) alcanzara un valor de abundancia tan alto en un
periodo corto de tiempo, en comparacion al resto de los hongos de la comunidad.
Ademas, cuando se realizé el T-RFLP a los hongos individualmente, los valores de
fluorescencia obtenidos para los T-RFs esperados fueron similares. Esto podria indicar
que el crecimiento de A. niger se ve favorecido cuando crece en comunidad con el
resto de los hongos seleccionados. Por otra parte, la alta fluorescencia obtenida para

este hongo podria ser explicada por un aspecto metodolégico del T-RFLP. Como la
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extraccion de DNA se realizd a partir de una re-suspension del contenido del
microcosmos, existe la posibilidad de que una fraccién 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 estaria 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 seria tan precisa
debido a los sesgos involucrados en el proceso de extraccion de DNA y asociados a la
reaccion de PCR, el cual se ve directamente influenciado cuando se amplifica una
mezcla de organismos (Dickie & Fitz 2007). Estos antecedentes deben ser tomados en
cuenta al momento de disefiar y montar una comunidad experimental, pudiendo utilizar
el T-RFLP como una técnica de analisis de estructura comparativo entre diferentes
tratamientos, pero utilizando una herramienta mas precisa, como el PCR en tiempo
real, para cuantificar las abundancias de los miembros de la comunidad.

En cuanto al analisis metabodlico de la comunidad, se puede observar que el
comportamiento fisiologico 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 metabdlico, donde se comparo el perfil de la comunidad
experimental con el de la suma de los mismos hongos de ésta creciendo de forma
individual. De las 95 fuentes de carbono del test, 35 no lograron ser metabolizadas por
la comunidad teérica, pero si por la comunidad experimental. Esto indica que los
hongos creciendo en la comunidad experimental, son capaces de establecer
interacciones que les permiten metabolizar compuestos del test, que no pueden
consumir si crecen de forma individual. Ademas de las fuentes de carbono que eran

consumidas en ambas comunidades, en la mayoria de los casos ese consumo fue
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mayor en la comunidad experimental, lo que indica que esta interaccion tambien
estaria aumentando la tasa de consumo de las fuentes de carbono, posiblemente por
un aumento en la afinidad por esa fuente. El hecho de que un hongo no sea capaz de
metabolizar cierta fuente de carbono, pero que si pueda hacerlo al crecer en
comunidad, da cuenta de posibles interacciones que estos organismos pueden tener al
crecer juntos. Entre estas interacciones el sinergismo, también conocido como
sintrofia, es una relacién no obligatoria que se da entre poblaciones microbianas, en la
cual ambas se ven beneficiadas, ya que les permite realizar actividades metabdlicas
como la sintesis 0 el consumo de cierto producto, que no podrian llevar a cabo por
separado. De este modo, la sintrofia le permite a una poblacion microbiana concluir
una via metabdlica que de otra manera no se completaria (Atlas & Bartha 2001). Uno
de los ejemplos clasicos de sintrofia fue descrito en las bacterias Enterococcus faecalis
y Escherichia coli. Ninguno de los dos organismos por separado puede convertir la
arginina en putrescina. E. faecalis es capaz de transformar la arginina en ornitina, la
cual puede ser usada por E. coli para producir la putrescina (Gale 1940). Ademas, se
ha reportado que la sintrofia se basa muchas veces en la capacidad de una poblacion
de suministrar factores de crecimiento a otra, como en el caso de Lactobacillus
arabinosus y E. faecalis (Nurmikko 1956). En otros casos esta relacion se basa en la
capacidad de una poblacidon de acelerar la tasa de crecimiento de otra, como por
ejemplo algunas especies de Pseudomonas, que en presencia de otras poblaciones
bacterianas es capaz de aumentar la afinidad por el orcinol. A la vez, las poblaciones
secundarias, que no pueden usar el orcinol, se benefician de la mayor produccion de
compuestos organicos producidos y excretados por Pseudomonas, la que también se

beneficia, ya que una gran cantidad de estos productos de excrecién actuan en
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retroalimentacion negativa a la capacidad catabdlica de esta bacteria (Slater 1978). Las
relaciones sinérgicas también se han descrito bastante en hongos. Por ejemplo, dos
hongos de suelo, Penicillium piscarium y Geotrichum candidum, pueden degradar y
detoxificar sinérgicamente el herbicida agricola propanil. P. piscarium es capaz de
descomponer el propanil en acido propionico y 3,4-dicloroanilina. A la vez, utiliza el
acido propionico como fuente de carbono y energia, pero no puede procesar el 3 4-
dicloroanilina que es un compuesto téxico. Sin embargo G. candidum, aunque no
puede descomponer el propanil, detoxifica el 3,4-dicloroanilina a otros productos
menos toxicos, que permiten en presencia de fuentes de carbono adicionales,
aumentar la tasa de crecimiento de las dos poblaciones de hongos (Bordelau & Bartha
1971). Esta relacién sinérgica tambien se puede dar entre diferentes dominios, como
en el caso de hongos y bacterias, la cual pemmite por ejemplo la degradacion de
contaminantes como |los hidrocarburos aromaticos policiclicos (Kim & Lee 2007).
Algunas investigaciones que han utilizado las comunidades microbianas
experimentales como modelo han sido un gran aporte a la teoria ecologica, como por
ejemplo los clasicos estudios con paramecios de Gause (1934), que permitieron
generar modelos predictivos depredador-presa; o los experimentos con diatomeas de
Tilman (1977), que permitieron generar modelos de competencia relacionados con la
dinamica de recursos de la comunidad. A la vez, estos sistemas han sido de gran
ayuda en estudios mas aplicados, como por ejemplo los relacionados al biocontrol de
patogenos fungicos (Elad y col. 1980), ademas de ensayos preliminares relacionados a
bioprocesos microbianos de interés en biorreactores (Papavizas y col. 1984). De este
modo las comunidades microbianas experimentales representan una herramienta de

gran utilidad en diversas areas de la microbiologia.



5. CONCLUSIONES

La caracterizacion morfolégica complementada con la molecular, en especial del
marcador ITS, permitio la identificacion de 36 aislados fungicos del suelo semiarido, los
que se agruparon mayoritariamente en la division Ascomycota, la familia

Trichocomaceae y el genero Penicillium.

El analisis de la fraccion cultivable del suelo semiarido permitié identificar algunos
géneros fungicos que no fueron detectados en la caracterizacion molecular
independiente de cultivo, lo que da cuenta de que ambos enfoques son

complementarios para describir la diversidad fungica de estos suelos.

La técnica del T-RFLP permitié detectar todos los componentes de la comunidad
experimental, sin embargo la determinacién de la abundancia de cada uno de los
constituyentes debe interpretarse cuidadosamente debido a los sesgos inherentes a la

metodologia utilizada.

La mayor versatilidad metabdlica de la comunidad experimental comparada con el
potencial metabolico esperable a partir de sus componentes fungicos por separado,
seria consecuencia de interacciones positivas que favorecen el consumo de distintas

fuentes de carbono.
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ANEXO

Tabla A1. Composicion del medio Vogel.

Compuesto Co"(‘::g:r::';ién Compuesto Cor}c:sgfgt):ién
%gﬁ:’hiﬁaﬁg‘g 150 Acido bérico 0,00015
Fostato motiopatsice 250 Sp"'e';?;‘;ieraﬁgg;e 0,00098
Nitrato de amonio 100 Yoduro de potasio 0,00003
Sugza;'ﬁdn::tggism 10 Molibdato de amonio 0,00008
Cloruro de calcio dihidratado 5 fn‘g;agﬁlg;f;gg 0,01370
Biotina 0,00003 Cloruro férrico hexahidratado 0,00230
Sulfato de manganeso 0,00015
monochidratado
Tabla A2. Velocidad de crecimiento radial de los aislados en medio PDA a 24°C.
Aislado Velocidad d(?n t;l:le;:ii:;iento radial Aislado Velocidad d(i:n t;:?:ii:;iento radial
MR-1 23 MR-19 0,6
MR-2 1,2 MR-20 0,5
MR-3 1,6 MR-21 1,0
MR-4 2,4 MR-22 1,3
MR-5 0,9 MR-23 2
MR-6 2,4 MR-24 0,3
MR-7 2,9 MR-25 47
MR-8 2,8 MR-26 0,9
MR-9 76 MR-27 0,6
MR-10 1.3 MR-28 1,3
MR-11 1,8 MR-29 1,3
MR-12 1.0 MR-30 3.2
MR-13 0,7 MR-31 0,7
- MR-14 1,9 MR-32 12,2
MR-15 1,8 MR-33 6,1
MR-16 0,9 MR-34 0,6
MR-17 0,9 MR-35 1,6

MR-18 0,9 MR-36 2,8




Tabla A3. Resultados del BLAST de las secuencias del marcador rDNA 28S.

Aislado  Género o Especie Familia Orden Cob. Id.
MR-1 Aspergillus niger Trichocomaceae Eurotiales 99 97
MR-3 Aspergillus sp. Trichocomaceae Eurotiales 97 95
MR-4 Aureobasidium pullulans Dothioraceae Dothideales 99 93
MR-5 Aureobasidium pullulans Dothioraceae Dothideales 99 99
MR-7 Alternaria sp. Pleosporaceae Pleosporales 99 99
MR-8 Alternaria sp. Pleosporaceae Pleosporales 99 99
MR-9 Paecilomyces variotii Trichocomaceae Dothideales 97 95
MR-11 Cladosporium cladosporioides Davidiellaceae Capnodiales 99 98
MR-12 Cladosporium bruhnei Davidiellaceae Capnodiales 99 96
MR-13 Penicillium sp. Trichocomaceae Eurotiales 95 94
MR-14 Penicillium chrysogenum Trichocomaceae Eurotiales 99 97
MR-15 Penicillium sp. Trichocomaceae Eurctiales 98 98
MR-16 Penicillium sp. Trichocomaceae Eurotiales 99 97
MR-17 Penicillium sp. Trichocomaceae Eurotiales 99 95
MR-18 Penicillium sp. Trichocomaceae Eurctiales Q9 98
MR-19 Penicillium sp. Trichocomaceae Eurotiales 99 99
MR-20 Penicillium sp. Trichocomaceae Eurotiales 99 98
MR-21 Beauveria bassiana Clavicipitaceae Hypocreales 100 99
MR-22 Beauveria sp. Clavicipitaceae Hypocreales 99 97
MR-25 Talaromyces flavus Trichocomaceae Eurotiales 100 98
MR-28 Coniochaeta sp. Coniochaetaceae Sordariales 100 99
MR-27 Coniochaeta sp. Coniochaetaceae Sordariales 95 97
MR-28 Coniochaeta sp. Coniochaetaceae Sordariales eie] g9
MR-29 Coniochaeta sp. Coniochaetaceae Sordariales 99 99
MR-30 Coniothyrium sp. Leptosphaeriaceae Pleosporales 99 99
MR-31 Phoma sp. Pleosporaceae Pleosporales 100 98
MR-34 Preussia sp. Sporormiaceae Pleosporales 85 99
MR-35 Phoma sp. Pleosporaceae Pleosporales 99 eie]
MR-36 Alternaria sp. Pleosporaceae Pleosporales g7 g7




Tabla A4. Resultados del BLAST de las secuencias del marcador rDNA 188,

Aislado  Género o Especie Familia Orden Cob. Id.
MR-1 Aspergillus niger Trichocomaceae Eurotiales 100 98
MR-3 Aspergillus wentii Trichocomaceae Eurotiales 99 95
MR-4 Aureobasidium pullulans Dothioraceae Dothideales 83 97
MR-5 Aureobasidium pullulans Dothioraceae Dothideales 83 95
MR-6 Paecilomyces lilacinus Trichocomaceae Eurotiales 79 98
MR-7 Ulocladium sp. Pleosporaceae Pleosporales 68 97
MR-8 Ulocladium sp. Pleosporaceae Pleosperales 95 a8
MR-9 Paecilomyces variotii Trichocomaceae Dothideales 80 a7
MR-11 Davidiellaceae Capnodiales 72 86
MR-12 Cladosporium bruhnei Davidiellaceae Capnodiales 99 98
MR-13 Penicillium sp. Trichocomaceae Eurotiales 71 a8
MR-14 Penicillium sp. Trichocomaceae Eurotiales 69 98
MR-15 Penicillium sp. Trichocomaceae Eurotiales 48 97
MR-16 Penicillium sp. Trichocomaceae Eurotiales 71 98
MR-17 Penicillium sp. Trichocomaceae Eurotiales 98 97
MR-18 Penicillium sp. Trichocomaceae Eurotiales 7 99
MR-19 Penicillium sp. Trichocomaceae Eurotiales 68 97
MR-20 Penicillium sp. Trichocomaceae Eurotiales 99 100
MR-21 Beauveria brogniartii Clavicipitaceae Hypocreales 100 99
MR-22 Beauveria bassiana Clavicipitaceae Hypocreales 99 98
MR-23 Mortierelia alpina Mortierellaceae Mucorales 100 99
MR-25 Talaromyces flavus Trichocomaceae Eurotiales 100 99
MR-26 Coniochaeta velutina Coniochaetaceae Sordariales 100 g9
MR-27 Coniochaeta sp. Coniochaetaceae Sordariales 100 99
MR-28 Coniochaeta velutina Coniochaetaceae Sordariales 98 99
MR-29 Coniochaeta velutina Coniochaetaceae Sordariales 100 jeie]
MR-30 Coniothyrium Leptosphaeriaceae Pleosporales 100 99
MR-31 Phoma sp. Pleosporaceae Pleosporales 100 99
MR-32 Phanerochaete sp. Phanerochaetaceae Polyporales 100 99
MR-33 Trametes sp. Polyporaceae Polyporales 72 86
MR-34 Preussia lignicola Sporormiaceae Pleosporales 99 96
MR-35 Phaeosphaeria sp. Phaeosphaeriaceae Pleosporales 99 99
MR-36 Alternaria alternata Pleosporaceae Pleosporales 80 91




Tabla A5. Resultados del BLAST del marcador molecular ITS.

Aislado  Género o Especie Familia Orden Cob. Id.
MR-1 Aspergillus niger Trichocomaceae Eurotiales 99 99
MR-2 Aspergillus versicolor Trichocomaceae Eurotiales 99 99
MR-3 Aspergillus wenfii Trichocomaceae Eurotiales 98 92
MR-4 Aureobasidium pullulans Dothioraceae Dothideales 99 99
MR-6 Purpureocillium lilacinum Ophiocordycipitaceae Hypocreales 99 99
MR-7 Ulocladium sp. Pleosporaceae Pleosporales 99 99
MR-8 Ulociadium sp. Pleosporaceae Pleosporales 98 96
MR-9 Paecilomyces variotii Trichocomaceae Dothideales 100 99
MR-10 Davidiella tassiana Mycosphaerellaceae Capnodiales 100 100
MR-11 Cladosporium cladosporioides Davidiellaceae Capnodiales 42 Q0
MR-12 Cladosporium cladosporioides Davidiellaceae Capnodiales 78 92
MR-13 Penicillium canescens Trichocomaceae Eurotiales 87 96
MR-14 Penicillium chrysogenum Trichocomaceae Eurctiales 99 100
MR-15 Penicillium expansum Trichocomaceae Eurotiales 100 99
MR-16 Penicillium polonicum Trichocomaceae Eurotiales 99 99
MR-17 Penicillium roseopurpureum Trichocomaceae Eurotiales 100 99
MR-18 Penicillium canescens Trichocomaceae Eurotiales 61 80
MR-20 Penicillium canescens Trichocomaceae Eurotiales 99 98
MR-21 Beauveria bassiana Clavicipitaceae Hypocreales 98 94
MR-22 Beauveria bassiana Clavicipitaceae Hypocreales 100 98
MR-23 Mortierella alpina Mortiereilaceae Mucorales 100 98
MR-24 Absidia sp. Mucoraceae Mucorales 98 87
MR-25 Talaromyces flavus Trichocomaceae Eurotiales 66 o9
MR-26 Lecythophora sp Coniochaetaceae Sordariales 100 99
MR-27 Coniochaeta sp. Coniochaetaceae Sordariales 100 96
MR-28 Lecythophora sp Coniochaetaceae Sordariales 99 96
MR-29 Lecythophora sp Coniochaetaceae Sordariales 99 99
MR-30 Paraconiothyrium sp Montagnulaceae Pleosporales 45 86
MR-32 Phanerochaete sordida Phanerochaetaceae Polyporales 100 99
MR-33 Trametes versicolor Polyporaceae Polyporales 99 929
MR-34 Preussia sp. Sporormiaceae Pleosporales 99 99
MR-35 Stagonospora sp. Phaeosphaeriaceae Pleosporales 99 99
MR-36 Embellisia sp. Pleosporaceae Pleosporales Q9 98




Tabla A6. Resumen de la identificacién de los aislados segun las diferentes aproximaciones utilizadas.

Aislado Morfologia rDNA 28S rDNA 18S ITS Identificacion mas probable
MR-1 Aspergillus niger Aspergiflus niger Aspergillus niger Aspergillus niger Aspergilius niger

MR-2 Aspergillus sp. NI NI Aspergillus versicolor Aspergilfus versicolor

MR-3 Aspergillus sp. Aspergillus sp. Aspergillus wentii Aspergillus wentii Aspergilfus wentii

MR-4 Aureobasidium pullulans var. pullulans Aureobasidium pullufans Aureobasidium pullulans  Aureobasidium pullulans Aureobasidium pullufans var. pullulans
MR-5 Aureobasidium pullulans var. melanogenum  Aureobasidium pullulans Aureobasidium pullulans NI Aureobasidium pullulans var. melanogenum
MR-6 Purpureccillium lilacinum NI Faecilomyces lilacinus Purpureocillium lilacinum Purpureocillium lilacinum

MR-7 Ulocladium sp. Alternaria sp. Ulocladium sp. Ulocladium sp. Ulocladium sp.

MR-8 Ulocladium sp. Alternaria sp. Ulocladium sp. Ulocladium sp. Ulocladium sp.

MR-9 Paecilomyces variotii Paecilomyces variotii Paecilomyces variotii Paecilomyces variofii Paecilomyces variotii

MR-10 Cladosporium sp. NI NI Davidiella tassiana Davidiella tassiana

MR-11 Cladosporium sp. Cladosporium cladosporioides NI Cladosporium cladosporioides — Cladosporium cladosporicides

MR-12 Cladosporium sp. Cladosporium bruhnei Cladosporium bruhnei Cladosporium cladosporioides  Cladosporium bruhnei

MR-13 Penicillium canescens Penicillium sp. Penicillium sp. Penicillium canescens Penicillium canescens

MR-14 Penicillium chrysogenum Penicilfium chrysogenum Penicillium sp. Penicillium chrysogenum Penicillium chrysogenum

MR-15 Penicillium expansum Peniciilium sp. Penicillium sp. Penicillium expansum Penicillium expansum

MR-16 Penicillium polonicum Penicillium sp. Penicillium sp. Penicillium polonicum Penicillium polonicum

MR-17 Penicillium sp Penicillium sp. Penicillium sp. Penicillium roseopurpureum Peniciflium sp

MR-18 Penicillium sp Penicillium sp. Penicillium sp. Penicillium canescens Penicillium sp

MR-19 Penicillium sp Penicillium sp. Penicillium sp. NI Penicillium sp

MR-20 Penicillium sp Penicillium sp. Penicillium sp. Penicillium canescens Penicillium sp

MR-21 Beauveria sp. Beauveria bassiana Beauveria brogniartii Beauveria bassiana Beauveria bassiana

MR-22 Beauveria sp. Beauveria sp. Beauveria bassiana Beauveria bassiana Beauveria bassiana

MR-23 Mortierella sp. NI Mortierella alpina Mortierella alpina Mortierelfa alpina

MR-24 Absidia sp. NI NI Absidia sp. Absidia sp.

MR-25 Talaromyces flavus Talaromyces flavus Talaromyces flavus Talaromyces flavus Talaromyces flavus

MR-26 NI Coniochaeta sp. Coniochaeta velutina Lecythophora sp Coniochaeta sp.




Continuacién Tabla A6

MR-27 NI Conjochaeta sp. Coniochaeta sp. Coniochaeta sp. Coniochaeta sp.
MR-28 Lecythophora sp. Coniochaeta sp. Coniochaeta velutina Lecythophora sp Lecythophora sp.
MR-28 Lecythophora sp. Coniochaeta sp. Coniochaeta velutina Lecythophora sp Lecythophora sp.
MR-30 Coniothyrium sp. Coniothyrium sp. Coniothyrium sp. Paraconiothyrium sp Coniothyrium sp.
MR-31 Phoma sp. Phoma sp. Phoma sp. NI Phoma sp.

MR-32 NI NI Phanerochaete sp. Phanerochaete sordida Phanerochaete sp.
MR-33 NI NI Trametes sp. Trametes versicolor Trametes versicofor
MR-34 NI Preussia sp. Preussia lignicola Preussia sp. Preussia sp.

MR-35 NI Phoma sp. Phaeosphaeria sp. Stagonospora sp. Stagonospora sp.
MR-36 NI Alternatia sp. Alternaria altermnata Embellisia sp. Embellisia sp.

Tabla A7. Distribucion en los diferentes niveles taxondmicos de los aislados fungicos identificados mediante las diferentes aproximaciones
utilizadas.

Morfologia rDNA 288 rDNA 18S ITS Identificacion final
Division 2 1 3 3 3
Clase 4 3 5 5 ]
Orden 7 6 8 8 8
Familia 10 8 12 15 15

17 20 21

-
[p%]

Género 14




