UNIVERSIDAD ESPIRITU SANTO

UNIVERSIDAD DE ESPECIALIDADES ESPIRITU SANTO

FACULTAD DE ARTES LIBERALES ESCUELA DE CIENCIAS AMBIENTALES

Identificacion morfoldgica y molecular de hongos aislados de lesiones, en manglares del

género Rhizophora, del Parque Histérico Guayaquil.

TRABAJO DE TITULACION QUE SE PRESENTA COMO REQUISITO PREVIO

A OPTAR EL GRADO DE INGENIERIA EN GESTION AMBIENTAL

NOMBRE DEL ESTUDIANTE: Katheryn Dayane Sacheri Viteri.

NOMBRE DEL TUTOR: Natalia Molina Moreira, Ph.D.

CO - TUTOR: Derly Andrade Molina, Ph. D.

SAMBORONDON, JULIO DEL 2019



APROBACION DEL TUTOR



ACTA DE CALIFICACION



DEDICATORIA

A Dios por darme la vida para llegar a este momento, a mis padres por confiar siempre en
mi, mis abuelitos por siempre ser mi modelo a seguir, a mi familia y amigos por apoyarme
en todo.



AGRADECIMIENTO

En primer lugar quiero agradecer de antemano a Dios por permitirme llegar a cumplir una
meta mas en mi vida y por haberme guiado en estudiar esta carrera la cual la llegué a amar
desde el primer momento en que supe de ella, Ingenieria Ambiental.

A mis padres por siempre confiar en mi y darme ese ejemplo a seguir y nunca darme por
vencida, a mi familia por permanecer junto a mi.

Agradezco a la Universidad de Especialidades Espiritu Santo por abrirme las puertas
durante estos cinco afios de estudio, por prestarme sus instalaciones de los laboratorios de
medicina y ambiental para poder llevar a cabo mi tesis y por haberme permitido conocer
personas sensacionales.

Quiero agradecer a la Dra. Andrade por tenerme mucha paciencia, saber entenderme, por
confiar en mi, mis capacidades y regalarme de su tiempo para saber guiarme durante esta
dura etapa. También quiero agradecer a la Dra. Molina quien supo confiar en mis
habilidades y a la Dra. Diez por habernos guiado a mi y a mis comparieros durante esta
etapa.

Finalmente quiero agradecer a mis amigos por siempre apoyarme y motivarme a lo largo
de la carrera a Mishelle por siempre estar presente a lo largo de la carrera y tenerme
paciencia, finalmente quiero agradecer especialmente a Brunny por ser una amiga
incondicional ya que después de todo este tiempo de la carrera, siempre estuvimos juntas en

esto. De ante mano gracias a todos los que supieron confiar en mi para lograr este objetivo.



INDICE

APROBACION DEL TUTOR ...ocoieiicisieeeteteese ettt enes s sessene s e s s, 2
ACTA DE CALIFICACION ..ottt 3
DEDICATORIA .ottt sttt et e neesbe e st e sreesbeaneesneenrs 4
AGRADECIMIENTO ...ttt sttt h e sttt b e e beesbsesbbeenbeebeea 5
INDICE ...ttt sttt sttt s ettt s st s e 6
LT [ 01T o PPV TP 7
AADSTFACT ...t 8
INEFOTUCCION. ...t bbbttt bbbt b et b et b e e b 9
MALErTAIES Y IMELOTOS .......euviviteiisieie ettt b ettt et et et 15
ATEA . BSTUTIO.......cvevvieieieiee ettt 15
Colecta de muestras con 1eSIoNES de NONGOS .......ccveiveiveieiiiinirine e 15
Aislamiento y purificacion de NONGOS ........cocvcviiiiiiiece e 16
Inoculacion de hongos en MEedio lQUITO.........cieiiiiiiii e 16
EXIFACCION U8 ADN ...ttt bbbttt 16
Amplificacion de las regiones ITS-1 e ITS-2 por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)18
ANALISIS 08 SECUBNCIAS ...ttt bbbt b bt n e 19
Caracterizacion morfoldgica de hongos filamentosoS.........c.ccviveiiieciciie e 19
RESUITATOS ...ttt bbb bttt b bttt bt ene s 20
Hongos cultivados y purificados de las lesiones en las especies de manglares del género
Rhizophora del Parque Historico Guayaquil.............ocooiiiiiininniieeseese e 20
Caracterizacion morfoldgica de hongos cultivados asociados al manglar del género Rhizophora.
....................................................................................................................................................... 21
Identificacion a nivel molecular especie/género de los hongos cultivables asociados al manglar
del gENEro RNIZOPNOTA. ....cc.eoiiiiiice ettt s re e ee s te e e s beerae st 34
[T o0 ][ o [ STSRSRSRRPN 40
ASPEITITUS SP. . bbbttt 40
ASPEIGIIIUS NIGRT ..ttt ettt et e be et e saesteeeesteeneeneeas 41
ASPEIGIHIUS BCUIBATUS ...ttt 43
N 0L [0 | - S oSSR 43
CNIYSONIIIA SP. vttt bbbt bbb e 44
(O80T YA T0tS] 10 11T 1] o OSSR 44
THICROTBIMIA SP. ..ttt bbbttt bbbttt e e st 45
CONCIUSION ...ttt bbbttt b ettt n et nn e n e 48
Referencias BIDHOGIATICAS .........ccuiviiiiiiee et 49



Resumen

Los manglares constituyen el segundo ecosistema marino mas importante después
de los arrecifes de coral. La distribucion de las especies de plantas de manglar esta
fuertemente influenciada por la temperatura, la humedad y las corrientes a gran escala, por
tanto son plantas que estan expuestas a altas condiciones de estrés. El ecosistema de
manglar es habitat de gran diversidad de macroorganismos y microorganismos como los
hongos. En la presente investigacion se aislaron e identificaron hongos filamentosos
aislados de ramas y propagulos de manglar pertenecientes del género Rhizophora, del
Parque Historico Guayaquil. Para el aislamiento se utilizd los medios de cultivos
comerciales. Para la identificaciébn morfologica se utilizo claves taxondmicos teniendo en
cuenta sus caracteristicas macroscopicas y microscopicas, mientras que para la
identificacion molecular se utilizé la region ITS (Internal Transcribed Spacer). Como
resultados, se identificaron las siguientes especies: Aspergillus niger y Aspergillus
aculeatus, pertenecientes al género Aspergillus, también se identificaron hongos
pertenecientes a los géneros: Absidia, Chrysonilia, Chrysosporium y Trichoderma. Algunos
de estos géneros pueden ser usados en la biorremediacion de metales pesados, fermentacion
de alimentos, mejoramiento de los mecanismos de resistencia al estrés abidtico, mejorar el
crecimiento en las plantas y como productos fangicos, mientras que otros pueden causar

enfermedades e infecciones en los humanos y las plantas.

Palabras claves: Manglares, hongos filamentosos, identificacion morfoldgica,

identificacion molecular, biorremediacidn, fermentacion, enfermedades, infecciones.



Abstract

Mangroves are the second most important marine ecosystem after coral reefs. The
distribution of mangrove plants species is strongly influenced by temperature, humidity and
large scale currents, because of that they are plants that are exposed to high stress
conditions. The mangrove ecosystem is the habitat of a big diversity of microorganisms and
microorganisms such as fungi. In the present investigation, filamentous fungi were isolated
from branches and mangrove propagules belonging to the genus Rhizophora, from the
Guayaquil Historical Park, they were isolated and identified. For the isolation was used the
commercial culture media. For the morphological identification, were used taxonomic keys
taking into account their macroscopic and microscopic characteristics, while for the
molecular identification was use the ITS (Internal Transcribed Spacer ) region. As results,
were identified: Aspergillus niger and Aspegillus aculeatus, belonging to the genus
Aspergillus, were also identified fungi belonging to the genders: Absidia, Chrysonilia,
Chrysosporium and Trichoderma. Some of this genders can be used in the bioremediation
of heavy metals, fermentations of food, improvement of mechanisms of resistance to
abiotic stress, improve growth in plants and as fungal products, while others can cause
diseases and infections in humans and plants.

Keyword: Mangroves, filamentous fungi, morphological identification, molecular

identification, bioremediation, fermentation, diseases, infections.



Introduccion
Los manglares son arboles o arbustos localizados en las zonas costeras de

regiones tropicales y subtropicales, su distribucion depende del intervalo de las mareas, el
declive topografico, la salinidad del agua y suelo (Diaz Gaxiola, 2011). Los manglares son
considerados ecosistemas de alta importancia econdmica y ecoldgica a nivel mundial ya
que cubren el 70% de las regiones costeras y comprenden individuos distribuidas en 8
familias, 12 géneros y 80 especies (Rodriguez, et al., 2013; Molina Moreira et al., 2015).

Ecuador es un pais megadiverso donde se han registrado 148,230.23 hectareas de
mangle distribuidas en las provincias de: Esmeraldas con 24,270 hectareas donde crecen los
manglares mas altos del mundo (~50 m), Manabi 2,583 hectareas, EI Oro 16,158 hectareas
y Guayas 105, 219 hectareas, Adicionalmente en las islas Galapagos se han reportado 1000
km2 de mangles segun cifras proporcionadas por el Parque Nacional Galapagos y
Fundacion Charles Darwin (2004). En la provincia del Guayas se encuentran ocho especies
de manglar: Rhizophora mangle, Rhizophora x harrisonii, Rhizophora racemosa,
Conocarpus erectus, Avicennia germinans, Laguncularia racemosa, Talipariti tilaceum y
Annona glabra. Cinco de estas especies estan presentes en un bosque de manglar remanente
dentro del Parque Histérico Guayaquil, cantdn Samborondén (en adelante Parque
Historico). Las ciudades costeras se han desarrollado sobre ecosistema de manglares,
quedando remanentes de estos bosques dentro de areas urbanas, por lo que deberian ser
protegidos ya que brindan servicios ambientales y paisaje, mejorando la calidad de vida
(Molina Moreira et al, 2015., Cusme & Molina-Moreira, 2018).

El manglar tiene un gran valor economico, ecolégico, ambiental, tradicional y
social, son plantas con alta capacidad para fijar carbono, son zonas de amortiguamiento
costeras, evitan inundaciones, funcionan como habitats para especies migratorias y
residentes de aves s terrestres y acudticas, las dos terceras partes de peces de los mares

usan el manglar como refugio. los manglares  son cunarios para varias especies de



crustaceos, alevines, moluscos, y camarones, estos ultimos son dependientes del manglar ya
que en el estadio de post-larvas se refugian para crecer y desarrollarse durante varios meses
hasta llegar a su fase juvenil y, posteriormente migrar al mar para asi poder completar su
ciclo de vida otorgandoles refugio y alimento. En el manglar se desarrollan actividades
pesqueras artesanales que proporcionan alimento y un sustento econdémico de las
poblaciones humanas que viven en la costa. Del manglar se obtienen recursos como lefia y
carbon para la construccion de viviendas y cercos o fabricacion de herramientas para la
pesca Y actividades ecoturisticas (Idrovo Borja et al., 2013; Castillo, 2011).

Los manglares crecen en condiciones ambientales peculiares y estresantes tales
como, alta concentracion de humedad, variaciones de marea, ambiente violento y alto flujo
de una gran variedad de microorganismos incluyendo hongos que colonizan diferentes
estratos del arbol (Kathiresan et al., 2013). Estas condiciones han provocado que estas
plantas desarrollen estrategias fisiologicas y asociaciones ecoldgicas para protegerse de
factores destructivos (Bandaranayake, W.M, 2002., Lumbreras-Martinez et al., 2018).
Ultimamente ha resurgido el interés por el estudio de los hongos presentes en manglar, ya
que debido a su gran capacidad metabdlica presentan alto potencial biotecnolégico.

Los hongos que habitan en los bosques de manglar son sapréfitos, simbiontes o
parésitos ya sean filamentosos y levaduriformes (Jiménez, 2008).

Los hongos levaduriformes o levaduras son microorganismos unicelulares, no
tiene formacién de filamentos, sus células se multiplican por gemacién dejando pequefios
brotes para dar lugar a las células hijas (Kuhar et al, 2013). Los hongos filamentosos son
microorganismos aerobios facultativos que se reproducen mediante esporas de manera
natural, por via sexual o asexual. Los hongos heterotrofos obtienen su energia a partir de
degradacion de materia organica. La estructura flngica esta compuesta por un talo o

micelio el cual esta constituido por filamentos o hifas (Cifuentes & Espinosa, 2008).
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Se conocen mas de 201 hongos filamentosos de 139 géneros en Rhizophora. Un
tercio del total de los hongos marinos son registrados en Rhizophora, comprendiendo:

Tabla 1. Division de hongos marinos registrados en Rhizophora spp

Division # de especies | # de géneros
Ascomicetos 126 85
Basidiomicetos 5 3
Anamorficos 70 51
Celometes 10 9
Hifomicetos 60 42

Las especies de hongos comunmente aislados de manglar corresponden a la

division Ascomycota o Basidiomycota (Photita, W et al., 2001, Wanderley, C et al., 2012).

En muchos casos los bosques de manglar forman monocultivos naturales de alta
densidad donde los arboles estan expuestos a patdgenos; sin embargo, los registros
fitopatdgenos en ecosistemas de manglar son raros, por ejemplo: los hongos dominantes
que colonizan el manglar son pertenecientes a Ascomycota, pero se sabe muy poco sobre
los hongos patégenos de las especies de manglar, aunque se conoce que algunas especies
parasitarias de manglar son causantes de su muerte (Fan et al, 2015). Esto es relevante para
conocer el panorama de las especies de hongos parésitos presentes en especies de mangle
del género Rhizophora.

Los géneros mas comunes de hongos que existen en Rhizohpora spp. son:
Aspergillus, Aureobasidium, Cladosporium, Curvularia, Cylindrocephalum, Drechslera,
Fusarium, Myrothecium, Nigrospora, Penicillium, Pestalotia, Phyllosticta, Trichoderma y
Verticilium (Sarma, 2012), sin embargo son pocos los estudios que muestren sus utilidades
en el medio.

Los hongos parasitos son patdgenos, son de gran relevancia ya que causan
enfermedades que han ido creciendo internacionalmente, estos son los patdgenos de las
plantas mas importantes ya que han causado gran pérdida de cultivos, en cuanto las

bacterias y los virus son menos importantes como patdgenos de plantas (Sadava & Purves,
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2009). Los hongos patdgenos se caracterizan por una notable flexibilidad genética, la cual
facilita que su evolucién y adaptacion al huésped o al entorno sea rapida, por lo que
ocasionando infecciones en las estructuras de su huésped (Perez-Nadales et al., 2014).
Algunos efectos que causan los hongos fitopatdgenos en las plantas de manglar son las
deformaciones, la debilitacion de tallos y raices, retrasando el crecimiento de los arboles e
incluso causandoles hasta la muerte (Universidad Nacional de Colombia et al., 2017).

No todos los hongos son patégenos, existen hongos endéfitos que son aquellos que
se encuentran en las plantas sin causarles sintomas aparentes de enfermedades, son
considerados de gran importancia ya que el hongos es capaz de producir metabolitos
bioactivos, para modificar los mecanismos de defensa de su hospede en este caso las
plantas permitiendo que ambos puedan subsistir en el medio (Sanchez et al., 2013).

Los hongos son capaces de acumular metales en sus compartimentos celulares por
esta razon pueden ser usados en biorremediacién de areas contaminadas, las células en la
biosorcion de iones metélicos ofrecen una alternativa de bajo costo en comparacion con los
métodos de descontaminacién tradicionales, se ha logrado identificar que existen hongos
filamentosos del género Absidia, Cunninghamella, Mucor y Rhizopus, estos tienen la
capacidad de adsorcion/absorcién de iones de metales en forma libre o inmovilizarlos
(Cardoso et al., 2010).

El género Aspergillus se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza gracias
a la facilidad de dispersién de sus conidios y su pequefio tamafio les permite permanecer en
el ambiente durante un largo periodo de tiempo (Abarca, 2000), pueden habitar en
diferentes tipos de ambientes como en diversos términos de sustrato para el estilo de vida
fangica, varia mucho la relacion con la temperatura, las disponibilidad de agua y la
dindmica de los sistemas biofisicos, crecen en plantas, las diversas especies de este género
son capaces de ser utilizadas y adaptadas a una amplia gama de condiciones ambientales

(Paulussen et al., 2016).
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Las cepas pertenecientes a las especies A.niger y A. oryzae han sido utilizado por
méas de dos milenios en las fabricacion y fermentacion de alimentos, la produccion de
micotoxinas hace que sea patdgeno para los humanos y animales, sin embargo durante la
fabricacion de alimentos la produccion de micotoxinas no es un peligro para la salud por
ejemplo la levadura para el pan puede ser considerado también un patgeno pero se la sigue
utilizando (Frisvad et al., 2018).

Aspergillus niger produce compuestos de mucho interés para las industrias
farmacéuticas y alimenticias, es el principal producto de &cido citrico, puede estar asociado
con una alta concentracion de glucosa y oxigeno disuelto en el medio liquido, sin embargo
no se han registrados factores ambientales y fisiolégicos que producen esta acumulacion
(Ocampo et al., 2013). También es la especie responsable de la descomposicion de cosecha
de fruta fresca como las uvas, fresas, mangos, manzanas, peras, higos, mangos y melones
(Pitt & Hocking, 2009).

Durante varios afios se usaron métodos tradicionales basados en las caracteristicas
morfolégicas y preferencias de hospedero para poder determinar las especies de hongos
presentes en plantas. Sin embargo, esto ha cambiado durante la dltima década ya que los
hongos presentan una inherente plasticidad fenotipica entre géneros y una alta
inestabilidad de las caracteristicas morfologicas. En la actualidad se utilizan técnicas
moleculares para el estudio del genoma de un individuo o una poblacion (Rodriguez,G, F,
2007., FAO, 2010), permitiendo discriminar con mas claridad la identidad de los
microorganismos. La aplicacion de marcadores moleculares en la taxonomia de hongos
permite aclarar las relaciones entre distintos taxones que se encuentran relacionados y que
complementan los estudios morfoldgicos. En este sentido, los marcadores moleculares son
usados para determinar la identidad de una poblacion de patdgenos o de saproéfitos de un
huésped en particular (Bailey & Jeger, 1992). Los ITS son uno de los fragmentos mas

utilizados en la actualidad para establecer relaciones filogenéticas entre eucariotas, debido a
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gue esta region muestra variacion a nivel de especies, y su caracteristica de multicopia,
sitios altamente conservados que lo hace fécil de amplificar en todos los hongos. La actual
y creciente disponibilidad de secuencias de ITS que pueden ser usadas para futuros
estudios ha aumentado su valor y su uso (Bruns & Shefferson; 2004).

La caracterizacion molecular explora polimorfismos en determinadas secuencias de
ADN para medir la variabilidad genética a nivel poblacional. El proceso consiste en la
toma de muestra sobre el material bioldgico, extraccion del ADN de las muestras, analisis
de datos y mantenimiento de una base de datos de informacion genética molecular (FAO,
2010).La secuenciacion del ADN es un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya
finalidad es determinar el orden de nucle6tidos y la orientacion en una molécula de ADN,
el desarrollo de este técnica ha ido creciendo significando mucho para el campo de la
investigacion y los descubrimiento bioldgicos (Rojas, 2018). EIl método de secuenciacion
es se basa en conocer el orden de los nucleétidos con la finalidad de diferenciar entre todas
las moléculas de ADN que forman el material genético de los seres vivos ( Marquez et al.,
2010).

Considerando la importancia de los hongos presentes en ecosistemas de manglar y
la ausencia de estudios de hongos presentes de mangle en Ecuador, este trabajo propone
identificar morfoldgica y molecularmente a hongos aislados de lesiones presentes en los
manglares del género Rhizophora del Parque Histérico Guayaquil. Los resultados
exploratorios de esta investigacion, abriran las puertas a mas estudios acerca de los hongos
que pueden ser usados en el medio ambiente como protectores para sus hospederos o saber

si son hongos patdgenos que causan la muerte en los manglares.
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Materiales y Métodos

Area de estudio
Se realizara en el Parque Histdrico Guayaquil

LEYENDA
/\/ Camned prncipal
Cobertura Preliminar PHG
Bosque 8o tropical
B% Boscue so manglar
Bosque de Ranura nundatle |

Figura 1. Mapa del Parque Histérico Guayaquiol (Viteri & Molina-Moreira, 2017).
Los materiales y métodos descritos a continuacion se realizaron en los laboratorios

de medicina y ambiental de la Universidad de Especialidades Espiritu Santo.

Colecta de muestras con lesiones de hongos
Las muestras de plantas con sintomatologia asociada a la presencia de hongos

(presencia de cuerpos fructiferos o lesiones en ramas y propagulos). Se colectaron en
bolsas herméticas. Se trataron TANTAS lesiones en propagulos y Tantas lesiones en hojas,
las cuales se procesaron en el laboratorio de la facultad de Ingenieria ambiental de la

Universidad Espiritu Santo (Wier et al., 2000).
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Aislamiento y purificacion de hongos
Las muestras se procesaron bajo condiciones de asepsia, realizando desinfeccion

del material con 1% de hipoclorito de sodio y cortando un fragmento de la lesion con un
bisturi estéril. Los segmentos del tejido se depositaron en medios de cultivos comerciales
SB (Saboraud dextrose agar, OXOID) y BHIA (Brain heart infusion agar, CRITERION).
La preparacién de medios de cultivos se realizé de acuerdo a las condiciones descritas por
el fabricante. EI medio de cultivo se suplementé con 15ug/ml de cloranfenicol. Las
muestras se incubaron a temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad para favorecer
el desarrollo de los hongos. Después de observar crecimiento de micelio se procedio a
continuar con el proceso de purificacion realizando repiques de las colonias fungicas en

crecimiento.

Inoculacién de hongos en medio liquido
Una vez obtenidos los hongos puros, se los inocularon en 150 mL de medio de

cultivo liquido PW (Peptona water, CRITERION y NB (Nutrient Broth,CRITERION)
suplementado con 15ng/ml de cloranfenicol. Los cultivos se mantuvieron a temperatura
ambiente en condiciones de oscuridad durante 15 a 20 dias, con el fin de incrementar la
cantidad de micelio para ser filtrado y realizar la extraccion de ADN. EI micelio se filtro
utilizando papel filtro estéril y unidades de filtracion para eliminar el exceso de medio de
cultivo liquido. EI material fungico se secé a 42°C durante 2 dias y posteriormente se

almacend a -80°C para su posterior uso.

Extraccion de ADN
La extraccion de ADN es el paso principal para la gran mayoria de analisis

genéticos, ya que con una cantidad especifica de ADN, es posible amplificar genes
especificos in vitro a través de la reaccién en cadena de la polimerasa (Gonzalez, 2003).
Inicialmente, el material fungico se mezcla con lisozima (10ug/ml) r con vortex

durante 1 minuto, para favorecer que ayuda en la lisis celular. La mezcla se coloco en un
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bloque térmico durante toda la noche. Este proceso se repitié por 2 dias hasta que la
muestra fue digerida en su totalidad.

La extraccion de ADN se llevo a cabo usando el Kit de extraccion PowerSoil®
SoilDNAisolation kits (Qiagen, Carlsbad, USA) con algunas modificaciones: los hongos
previamente secados y congelados a -80°C se transfirieron a los tubos “Powerbead tubes”,
este material se mezcla por vortex durante 3 min. Posteriormente se Agregaron 60 uL de
buffer C1.y se realiz6 un vortex vigoroso por 3 min. se Adiciona 20 uL de proteinasa K y se
mezcld con vortex vigoroso por 1 min con cinco repeticiones . La mezcla se centrifugo a
8000 rpm por 1 min. se rescatd el sobrenadante en un nuevo tubo eppendorf y se agregd
250 uL de buffer C2, luego se realizd un vortex por 5 seg y se incub6 a -20°C por 5 min.
Se realizo centrifugacion a temperatura ambiente a 8,000 rpm por 1 min y se transfirio el
sobrenadante a un nuevo tubo, subsecuentemente se agregaron 200 uL de solucion C3, se
realiz6 un vortex por 1 min y se incub6 a -20°C por 5 min. Se realizo la centrifugacion a
8,000 rpm por 1 min. El sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo y se agregé 1 mL de la
solucién C4, esta mezcla se paso6 a las columnas y se centrifugd a 8,000 rpm por 1 min.
Finalizada la transferencia de toda la mezcla en las columnas, se agregaron 500 uL de
solucién C5.y se centrifug6 a 8,000 rmp por 1 min. Finalmente, se agregaron 100 uL de
agua ultra pura en el centro de la columna para eluir el material genético, se centrifugé a
13,000 rpm por 1 min. EI ADN se almacen6 a —20°C hasta su posterior uso.

La integridad del ADN se evalu6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en
buffer TAE (Tris, Acetato, EDTA) 1X suplementado con SyBR green nucleic (Invitrogen)
comparando la banda de intensidad y peso molecular de ADN con un marcador de 100
pares de bases (Trackilt de invitrogen). Las condiciones de la electroforesis se realizaron: a

100 volt, 35 miliamperios.
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Amplificacion de las regiones ITS-1 e ITS-2 por Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR)
La técnica de la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) se basa en realizar

varias copias de fragmentos de ADN utilizando la polimerasa donde se lleva a cabo tres
pasos: desnaturalizacion, anillamiento y extension (Saltos, 2012).

Posterior a la extraccion de ADN, los hongos se identificaron a nivel de género y/o
especie a partir de la amplificacion de las regiones intergénicas del ADNr usando los
cebadores universales I1TS1 (Internal transcribed spacers 1) y el cebador 1TS4 (Internal
transcribed spacers 4) a (Tabla 2) descrita por (White et al, 1990). Las reacciones de PCR
se realizaron en un volumen final 30 ul siguiendo la mezcla descrita en la Tabla 3. El
programa de amplificacion comenz6 con desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos,
seguido de 35 ciclos de 94°C por 50 seg, 50°C por 50 seg, extension de 72°C por 1 min y
una extension final de 72°C por 10 min.

Tabla 2. Cebadores para la extraccion de ADN y su temperatura de reaccion.

Primer para la amplificacién del ADN ribosomal

Nuclear, ITS

ADNr Secuencia de cebador? Tm (°C)*
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 65

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 58

Tabla 3. Mezcla de reaccién para la amplificacion por PCR.

Reactivos Ci Cf Vrx (Vol
([inicial]) | ([final]) por
reaccion)
Agua - - 19 uL
Buffer 10X 1X 3uL
PCR
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dNTP’s 2.5mM | 0.25mM 3uL
MgCI2 S0mM 2.5mM 1.5uL
Primer 100uM 2uM 0.6 uL
TagPol 5U 1/25 U 0.3uL

ADN 100ng 15ng 2uL

Analisis de secuencias
Los amplicones purificados se enviaron a secuenciar en la compafiia Macrogen

(Corea del Sur) en la direccion 5°-3" y 3°-5". Las secuencias que se generaron fueron
editadas en el software Geneious para obtener la secuencia consenso, para verificar la
calidad de la secuencia, la validez de las secuencias y la identidad se confirmémediante el
algoritmos de alineacion Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

En lo que se refiere al analisis filogenético se procedid a realizar el alineamiento
maultiple con el algoritmo Clustal W se realiz6 mediante el software Geneious Prime

(https://www.geneious.com). El soporte de los dendrogramas se realiz6 mediante el

software MEGA 7, el soporte de la topologia se realizé con bootstrap de 5000 iteraciones y

eliminando los espacios (gaps) (Felsenstein, 1985).

Caracterizacion morfolégica de hongos filamentosos
la caracterizacion morfolégica se realiz6 en cultivos de hongos con evidente

generacion de sistemas reproductivos o cepas con mas de 20 dias de tiempo de cultivo.con
un fragmento de una cinta se toca el micelio y se deposita en una gota de azul de lactofenol
en un portaobjetos, posteriormente se sella con un cubreobjetos. la visualizacion se realizo
en un microscopio 6ptico Nicon Eclipse E100 y camara integrada digital. Para la

descripcion de estructuras se utilizo la base de datos de Mycobank (http://mycobank.org) y

con ayuda de claves taxonémicas de (Hoog et al., 2000).
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Resultados

Hongos cultivados y purificados de las lesiones en las especies de manglares del género
Rhizophora del Parque Historico Guayaquil
Se purificaron un total de 13 hongos procedentes de tallos y propagulos del género

Rhizophora, mostrando un halo seco el cual es una caracteristica de sintomatologia fungica
(Figura 1). Se encontr6 un mayor porcentaje de hongos provenientes de ramas (69%) y un
menor porcentaje provenientes de propagulos (31%). Siguiendo el protocolo descrito en
materiales y métodos en los medios de cultivo SB y BHIA ( Los hongos purificados se

codificaron como se muestran en las Tablas (4 y 5):

A)

Figura 1. Lesiones asociadas a sintomatologia fungica presentes en tallos (A) y Propagulos
(B) en manglares del género Rhizophora.

Tabla 4. Hongos provenientes de ramas

Origen Cddigo
KCR 1.5
KCR
1.2.1
Ramas | KCR 3.2
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KCR 4.3
KCR
41.1
KCR 4.1
SP

KCR 14
KCR 15.1
KCR 18

Tabla 5. Hongos aislados de propagulos

Origen Caodigo
Propagulos | KCR
6.3.1
KCR
6.1.1
KCR 7.3
KCR
7.2.1

Caracterizacion morfoldgica de hongos cultivados asociados al manglar del género
Rhizophora.
De los 13 hongos purificados, se identificaron 13 hongos a nivel morfologico. Se

realiz6 el seguimiento del crecimiento de los hongos durante 20 dias para describir las
caracteristicas a nivel macroscopico y microscopico e identificarlos mediante el uso de

claves taxonomicas de Mycobank (http://mycobank.org) (Hoog et al., 2000), Los resultados

se describen a continuacion:

(KCR 1.2.1) Absidia sp.

Taxonomia: Fungi, Zygomycota, Zygomycetes, Mucorales, Absidia.

Caracteristicas macroscopicas: Micelio aéreo hialino muy ramificado (Tabla 6).
Caracteristicas microscopicas: Produce estolones arqueados con rizoides Yy
esporangioforos de longitud determinada, esporangioforos surgiendo a lo largo de los

estolones, esporangios pequefios (Figura 3).
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KCR1.2.1

Figura 3. Absidia sp.
(KCR 1.5) Trichoderma sp.
Taxonomia: Fungi, Ascomycota, Hypocreales, Hypocreaceae, Trichoderma
Caracteristicas macroscépicas: Colonias inicialmente blancas luego tornan a verdes,
comenzando por el borde de la colonia debido a la abundante esporulacién (Tabla 6).
Caracteristicas microscopicas: Hifas septadas, filiades cortas, en la parte terminal

conidios circulares (Figura 7).

KCR 1.5

Figura 4. Trichoderma
(KCR 3.2) Aspergillus

Taxonomia: Fungi, Ascomycota, Eurotiales, Trichocomaceae, Aspergillus.
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Caracteristicas macroscépicas: Colonias inicialmente blancas, con la maduracion de las
cabezas aspergilares de tornan negras, micelio parcialmente sumergido (Tabla 6).
Caracteristicas microscopicas: Hifas lisas, vesicula esférica cubierta por ramas cortas,

siempre llevan fialides, conidios esféricos (Figura 5).

KCR 3.2

Figura 5. Aspergillus sp.
(KCR 4.1SP) Aspergillus
Taxonomia: Fungi, Ascomycota, Eurotiales, Trichocomaceae, Aspergillus.
Caracteristicas macroscépicas: Colonias inicialmente blancas, con la maduracién de las
cabezas aspergilares de tornan negras, micelio parcialmente sumergido (Tabla 6).
Caracteristicas microscopicas: Hifas lisas, vesicula esférica cubierta por ramas cortas,

siempre llevan fialides, conidios esféricos (Figura 6).
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KCR 4.1 SP

Figura 6. Aspergillus sp.
(KCR 4.3) Trichoderma sp.
Taxonomia: Fungi, Ascomycota, Hypocreales, Hypocreaceae, Trichoderma.
Caracteristicas macroscopicas: Colonias inicialmente blancas luego tornan a verdes,
comenzando por el borde de la colonia debido a la abundante esporulacién (Tabla 6).
Caracteristicas microscopicas: Hifas septadas, filiades cortas, en la parte terminal

conidios circulares (Figura 7).

KCR 4.3

Figura 7. Trichoderma.
(KCR 4.1.1) Aspergillus
Taxonomia: Fungi, Ascomycota, Eurotiales, Trichocomaceae, Aspergillus.
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Caracteristicas macroscépicas: Colonias inicialmente blancas, con la maduracion de las
cabezas aspergilares de tornan negras, micelio parcialmente sumergido (Tabla 6).
Caracteristicas microscopicas: Hifas lisas, vesicula esférica cubierta por ramas cortas,

siempre llevan fialides, conidios esféricos (Figura 8).

KCR4.1.1

Figura 8. Aspergillus sp.
(KCR 6.1.1) Aspergillus
Taxonomia: Fungi, Ascomycota, Eurotiales, Trichocomaceae, Aspergillus.
Caracteristicas macroscépicas: Colonias inicialmente blancas, con la maduracién de las
cabezas aspergilares de tornan negras, micelio parcialmente sumergido (Tabla 6)
Caracteristicas microscopicas: Hifas septadas, vesicula esférica, conidios esféricos.

(Figura 9).
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KCR 6.1.1

Figura 9. Aspergillus sp.
(KCR 6.3.1) Chryrosilia
Taxonomia: Fungi, Ascomycota, Euascomycetes, Sordariales, Sordariaceae, Chryrosilia
Caracteristicas macroscopicas: Colonias color salmon, micelio hialino ramificado (Tabla
6).

Caracteristicas microscopicas: Hifas septadas (Figura 10).

KCR6.3.1

Figura 10. Chrysonilia sp.
(KCR 7.2.1) Aspergillus.

Taxonomia: Fungi, Ascomycota, Eurotiales, Trichocomaceae, Aspergillus.
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Caracteristicas macroscépicas: Colonias inicialmente blancas, con la maduracion de las
cabezas aspergilares de tornan negras, micelio parcialmente sumergido (Tabla 6).
Caracteristicas microscopicas: Hifas lisas, vesicula esférica cubierta por ramas cortas,

siempre llevan fialides, conidios esféricos (Figura 11).

KCR 7.2.1

Figura 11. Aspergillus sp.
(KCR 7.3) Chrysosporium
Taxonomia: Fungi, Ascomycota, Euascomycetes, Onygenales, Onygenaceae,
Chrysosporium.
Caracteristicas macroscdpicas: Colonias blancas algodonosas (Tabla 6).
Caracteristicas microscépicas: Hifas planas septadas, no produce cuerpos fructiferos,

esporulacion pobre, conidias largas, contiene hifas fértiles (Figura 12).
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KCR7.3

Figura 12. Chrysosporium sp.
(KCR 14) Aspergillus
Taxonomia: Fungi, Ascomycota, Eurotiales, Trichocomaceae, Aspergillus.
Caracteristicas macroscépicas: Colonias inicialmente blancas, con la maduracion de las
cabezas aspergilares de tornan negras, micelio parcialmente sumergido (Tabla 6).
Caracteristicas microscopicas: Hifas lisas, vesicula cubierta por ramas largas, siempre

Ilevan fialides, conidios esféricos (Figura 13).

KCR 14

Figura 13. Aspergillus sp.

(KCR 15.1) Aspergillus
Taxonomia: Fungi, Ascomycota, Eurotiales, Trichocomaceae, Aspergillus.
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Caracteristicas macroscépicas: Colonias inicialmente blancas, con la maduracion de las
cabezas aspergilares de tornan negras, micelio parcialmente sumergido (Tabla 6).
Caracteristicas microscopicas: Hifas lisas, vesicula esférica cubierta por ramas cortas,

siempre llevan fialides, conidios esféricos (Figura 14).
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KCR 15.1

Figura 14. Aspergillus sp.
(KCR 18) Aspergillus
Taxonomia: Fungi, Ascomycota, Eurotiales, Trichocomaceae, Aspergillus.
Caracteristicas macroscépicas: Colonias inicialmente blancas, con la maduracion de las
cabezas aspergilares de tornan negras, micelio parcialmente sumergido (Tabla 6).
Caracteristicas microscopicas: Hifas lisas, vesicula esférica cubierta por ramas cortas,

siempre llevan fialides, conidios catenados (Figura 15).
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KCR 18

Figura 15. Aspergillus sp.

Tabla 6. Fotos de hongos crecimiento durante 14 dias.
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Identificacion a nivel molecular especie/género de los hongos cultivables asociados al

manglar del género Rhizophora
Mediante la técnica de PCR se realizé la amplificacion de la region ADNr ITS

usando los cebadores ITS1 y ITS4 (Anexo 1). Los resultados permitieron identificar un
total de 8 hongos a nivel molecular de los géneros Absidia, Aspergillus y Trichoderma
(Tabla 7), las cinco cepas restantes se lograron identificar a nivel de género analizando las

caracteristicas morfoldgicas.

Tabla 7. Blast realizado a las secuencias de la extraccién de ADN.
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Hongos Descripcion Max. Puntaje total | Consulta | Valor E.
puntaje cubierta
KCR 1.2.1 | Absidia sp. 156 156 100% 2,00E-34
KCR 3.2 [ Aspergillus niger 1064 1224 100% 0.0
KCR 4.1SP | Aspergillus niger 1048 1208 100% 0.0
KCR 15.1 | Aspergillus niger 1027 1178 100% 0.0
KCR 4.1.1 | Aspergillus 874 874 100% 0.0
aculeatus
KCR 7.2.1 | Aspergillus 1031 1031 100% 0.0
aculeatus
KCR 14 | Aspergillus 946 946 83% 0.0
aculeatus
KCR 6.1.1 | Aspergillus 695 695 64% 0.0
aculeatus

El analisis filogenético para las especies de hongos identificadas incluyé varias

secuencias de hongos depositadas en el GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov),

seleccionando las especies que presentaron altos niveles de identidad y dos hongos que no

tuvieron relacion filogenética (utilizados como grupos externos de analisis).
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El alineamiento final de la secuencia consenso de la cepa KCR 1.2.1 (Absidia sp.)
incluyé 44 secuencias de especies diferentes del género Absidia. Todas las posiciones con
menos del 95% de cobertura del sitio fueron eliminadas. Es decir se permitieron menos de
5% de brechas de alineacion, datos faltantes y bases ambiguas en cualquier posicion. Hubo
un total de 103 posiciones en el conjunto de datos final. Hubo un total de variacion de T
28.0; de C 22.3; A 32.2y G 17.5 (Figura 15).

El alineamiento final de la secuencia consenso de las cepas KCR 3.2; KCR 4.1SP y
KCR 15.1. (Aspergillus niger), incluyé 33 secuencias de especies diferentes del género
Aspergillus. Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura del sitio fueron
eliminadas. Es decir se permitieron menos de 5% de brechas de alineacion, datos faltantes y
bases ambiguas en cualquier posicién. Hubo un total de 414 posiciones en el conjunto de
datos final. Hubo un total de variacion de T 21.9; de C 30.6; A 18.0 y G 29.5 (Figura 16).

El alineamiento final de la secuencia consenso de las cepas KCR 4.1.1; KCR 14;
KCR 7.2.1 y KCR 6.1.1 (Aspergillus aculeatus), incluyé 29 secuencias de especies
diferentes del género Aspergillus. Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura del
sitio fueron eliminadas. Es decir se permitieron menos de 5% de brechas de alineacion,
datos faltantes y bases ambiguas en cualquier posicién. Hubo un total de 360 posiciones en
el conjunto de datos final. Hubo una variacion de T de 19.5; de C 32.1; A 189y G 295

(Figura 17).
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Figura 15. Dendograma del género Absidia.
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KCR3.2 Aspergillus niger
KCR4.15P Aspergillus niger

KCR15.1 Aspergillus niger
MKS408087 .1 Aspergillus niger
MKS40087 .1 Aspergillusniger
MHB802847 .1 Aspergillus niger
MKB083453.1 Aspergillus niger
MKB83452 .1 Aspergillusniger
MKBE83450.1 Aspergillusniger
MK577432.1 Aspergillus niger

67| MH045586. 1 Aspergillus tubingensis
MK028957 .1 Aspergillus niger
MHB8587 14.1 Aspergillus tubingensis
MHB855728.1 Aspergillus niger
MHB854804.1 Aspergillus tubingensis
MGB68185.1 Aspergillus niger

58 | MG733758. 1 Aspergillus tubingensis
MG7336852.1 Aspergillus niger
MGB840739.1 Aspergillus niger
MG5754688.1 Aspergillus niger

{ |MK372080.1 Aspergillus niger
MK355967.1 Aspergillus sp. isolate OUCMDZ-5081
MH813110.1 Aspergillus neoniger
sill KR185818.1 Aspergillus niger
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KR185784.1 Aspergillusniger

KR185816.1 Aspergillus niger
| KRE08764.1 Aspergillus sp. NCIM 883
72 931 KRE08763.1 Aspergillussp. NCIM773
KT0268311.1 Aspergillus awamon
KRO08740.1 Aspergillus fumigatus
T4 LNB832003.1 Aspergillus terreus
KF314725.1 Aspergillus tubingensis

EUS554566.1 Fungalsp.JO32

0.050

Figura 16. Dendograma de la especie Aspergillus niger.
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(1) KCR7.2.1 Aspergilius aculeatus

(3) KCR 6.1.1 Aspergillus aculeatus

(2) KCR14 Aspergillus aculeatus

(4) KCR4.1.1 Aspergillus aculeatus

(5) MK788185.1 Aspergillus aculeatus

(6) MK775953.1 Aspergiilus sp. Cesf-9

(7) MK280716.1:11-604 Aspergillus aculeatinus
(8) MH656795.1 Aspergillus aculeatus

(9) MF093213.1 Aspergillus sp. F6

(10) MF151167.1 Aspergillus aculeatus

(11) AB828719.1 Aspergillus aculeatus

(12) KU729079.1 Aspergillus fiiensis ATCC 20611
(13) KP668958.1 Aspergillus sp.

(14) KP418576.1 Aspergillus aculeatus AM3

(15) KM066598.2:1-594 Aspergillus sp. BAB-3901
(16) KM066590.2 Aspergilluz sp. BAB-3838

(17) KJ862074.1 Aspergillus aculeatus V2

(18) KM458836.1 Aspergillus aculeatus

(19) KM458783.1 Aspergillus aculeatus

(20) JX501377.1 Aspergillus aculeatus

(21) JX501358.1 Aspergillus aculeatus

(22) GQ352493.1 Aspergillus sp. 5GP/T

(23) MHB865976.1 Aspergillus japonicus var. aculeatu
(24) MH856458.1 Aspergillus fijiensic CBS 119.49
(25) KT726919.1 Aspergillus niger

(26) KX147467.1 Aspergillus aculeatus

(27) NR 135417.1 Aspergillus aculeatinus

(28) MG991247.1 Aspergillus japonicus

(29) MH062890.1 Aspergillus awamori
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0.0100

Figuera 17. Dendograma de la especies Aspergillus aculeatus.
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Discusion
Los hongos saprofitos son aquellos que absorben nutrientes a partir de residuos

organicos. También se consideran mutualistas por que viven asociados a otros organismos
donde se benefician mutuamente, en cuanto a los parasitos son aquellos que absorben los
nutrientes de organismos vivos. Algunos hongos tienen requerimientos nutricionales
especializados, por ejemplo los hongos filamentosos tienen hifas que les permite absorber
los nutrientes de las plantas, algunos de ellos no solo absorben sus nutrientes, sino que
también pueden enfermar o hasta causar la muerte a sus huéspedes, a estos hongos se los
Ilama patdgenos (Sadava & Purves, 2009).

En el Ecuador los conocimientos y reportes asociados acerca de los hongos que
existen en el manglar, es por ello que los resultados de la presente investigacion se aislé e
identificO 13 hongos asociados a ramas Yy propagulos de los manglares del género
Rhizohpora, que mostraban sintomas de lesiones asociadas con hongos, de los cuales ocho
se identificaron molecularmente.

La mayoria de hongos identificados en la presente investigacion pertenecen a las
divisiones Ascomycota y Zygomycota y a géneros como: Aspergillus, Absidia, Chryrosilia,
Chrysosporium y Trichoderma. Algunos de estos géneros coinciden con el estudio
realizado en 1981 por Kuthubuthen dénde identific6 los géneros: Aspergillus,
Aureobasidium, Cladosporium, Curvularia, Cylindrocephalum, Drechslera, Fusarium,
Myrothecium, Nigrospora, Penicillium, Pestalotia, Phyllosticta, Trichoderma and

Verticilium (Sarma, 2012).

Aspergillus sp.
Este género es caracterizado por producir micotoxinas y metabolitos secundarios

gue son importantes en la degradacion de materia organica y como mecanismos de defensa
hacia otros microorganismos (Avila & Quito, 2019).
Se debe tomar en cuenta que algunas especies de Aspergillus son patégenos como

por ejemplo A. fumigatus es la especie mas responsable de las infecciones en personas y
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plantas, con un 90% seguida por A. flavus y A. niger, las cepas patdgenas de Aspergillus
son inhaladas por humanos y animales, pueden ser eliminados por el sistemas
inmunologico neutrofilos y macrofagos, sin embargo Aspergillus puede provocar una gran
variedad de reacciones alérgicas y enfermedades infecciosas a individuos
inmunocomprometidos (Paulussen et al., 2016).

En cuanto a sus aplicaciones, las especies de Aspergillus tienen varias utilidades en
la biotecnologia y en numerosos aspectos de la biologia y ecologia, tienen una capacidad
para la generacion de energia, se han realizado andlisis bioinforméticos de los genomas de
algunas especies de Aspergillus, en donde se ha descubierto duplicaciones de genes que
codifican enzimas que estan involucradas en el flujo metab6lico, implicados en el ciclo del
acido citrico y glucdlisis (Paulussen et al., 2016). Con base estos analisis realizados se
podria llegar a expandir el uso en diferentes campos como por ejemplo en la ingenieria
ambiental ya que algunos investigadores han realizado pruebas y muestran que algunas
especies de de Aspergillus también se han usado en procesos de biorremediacion.

La especies A. niger se logré reducir Cr (V1) en seis dias, por otro lado se realizo
un ensayo de biodegradacién de petrdleo bajo condiciones controladas en laboratorios,
utilizando especies de hongos autdctonas aisladas de ambientes contaminados por
hidrocarburos, las especies que se usaron fueron A. flavus, A. niger y A.terreus, que fueron
inoculadas en bioreactores con suelos contaminados de petroleo crudo, se obtuvo un
porcentaje de 85% de remocion con el tratamiento en el que se combinaron las tres
especies, los metales que pueden llegar a tolerar el género Aspergillus, son: Cromo, Niquel,
Cadmio, Zinc, Cobre, Plomo, Manganeso, Mercurio, Estroncio y Arsénico (Avila & Quito,

2019).

Aspergillus niger
A. niger es utilizado para la obtencion de enzimas a nivel industrial como la: a-

Amilasa, amiloglucosidasa, catalasa, celulasa, a-Galactosidasa, PGalactosidasa, J-
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Gluconasa, glucoamilasa, glucosa aerodeshidrogenasa, glucosa oxidasa, aGlucosidasa, o-
D-Glucosidasa, B-Glucosidasa, hemicelulasa, hesperidinasa, invertasa, lipasa, pectinasa,
pitasa, proteasa y tanasa, los procesos de produccion de acido citrico se lleva a cabo por la
fermentacion en estado solido, fermentacién sumergida y fermentacion en superficie
(L6pez et al., 2006).

En cuanto su uso en el medio ambiente, se utiliza para la eliminacion de iones de
metales pesados toxicos que se encuentran en las aguas residuales, se ha llevado a diversos
estudios en el cual se utilizan técnicas de biorremediacion para eliminar los iones de
metales pesados del agua, uno de los estudios tiene como potencial Aspergillus niger para
eliminar el plomo, cadmio y el cobre, la eliminacion de los iones de plomo, cadmio y cobre
por la biomasa de A. niger pretratada tuvo una mayor eliminacion que la que se uso carbon
activado granular, cuando el plomo, cadmio y cobre se presentan juntos su extraccion es
menor que cuando estan presentes de forma individual, en la investigacion se demostré que
la biomasa de A. niger pretratada puede utilizarse en cinco ciclos de biosorcion, tiene un
alto potencial para ser utilizado en futuros estudios en la eliminacién de los iones de
metales pesados en agua residuales (Kapoor et al., 1999). Sin embargo en el 2010 se
realizd la extracciéon de la quitina del micelio de A. niger para evaluar la floculacion y
coagulacién de las aguas del rio Meléndez las cuales iban a ser tratadas usando la quitina de
esta especie de hongo (Balanta, 2010).

Hasta el momento no se han reportado méas articulos de los cuales A. niger haya
sido utilizado en biosorcion de iones de metales, sin embargo se debe dar mas investigacion
en este campo para poder aprovechar el potencial de las especies de hongos que nos pueden
ofrecer, para poder remediar los ecosistemas que estan siendo degradados por actividades

antropogénicas.
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Aspergillus aculeatus
Aspergillus aculeatus es otra de las especies que se identificaron en la presente

investigacion es un hongo resistente al cadmio, puede llegar a colonizar las raices de las
plantas, mejorar la calidad del césped por su contenido en clorofila, facilita el crecimiento
de las plantas y puede solubilizar las formas naturales del fosforo, A. aculeatus es tolerante
a ambientes salinos y también es un indicador importante al estrés salino (Li et al., 2017),
produce varias enzimas que degradan la celulosa y la hemicelulosa extracelulares, A.
aculeatus tiene un alto potencial para producir proteinas Utiles, la fructosiltransferasa de A.
aculeatus muestra un alto potencial para la industria de produccion de fructooligosacéridos
prebidticos (Vis et al., 1991). A pesar de que no existen muchas investigaciones realizadas,
A. aculeatus y A. niger se muestran que son especies hermanas, sin embargo se debe dar

mas investigacion a A. aculeatus para poder definir sus principales usos como especie.

Absidia sp.
Absidia sp es otro de los generos identificados en la presente investigacion

pertenece al orden Zygomycetes, este género comprende hongos que crecen en diferentes
habitats, que son capaces de colonizar sustratos que ya estdn ocupados por otros
microorganismos, logrando un alto niveles de capacidad competitiva en la produccién de
antibioticos extracelulares, pueden residir con temperaturas que oscilan entre 20 y 42 °C,
algunas de las especies son importantes en la biotecnologia ya que son usadas en la
biotransformacion de los esteroides o como productores de componentes similares a las
reninas, mientras que las especies que crecen en altas temperaturas son relevancia clinica
(Hoffmann et al., 2007), algunas especies de este género son patdgenos para los humanos,
pueden causar infecciones pulmonares y es uno de los principales causantes del aborto
micotico en el ganado bovino (Hoog et al., 2000).

Un estudio realizado acerca de la diversidad de hongos que existen en el suelo del manglar
donde se encontrd que el género Aspergillus es el mas representativo en el manglar, las

especies con alta frecuencia fueron: A. fumigatus, A. niger, A. flavus, las especies con baja
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frecuencia encontradas fueron: Acromonium spp, Penicillium spp, Rhizopus spp y Absidia

spp (Khalil et al., 2013).

Chrysonilia sp.
Este género pertenece a la familia Sordariaceae, incluye tres especies C. sitophila,

C. crassa y C. tetrasperma. A pesar de que no existe mucha informacion acerca de este
género, existe articulos relacionados a una de las especies de este género, la Chrysonilia
sitophila, es una de las mas reconocidas durante mucho tiempo, se la conoce como “moho
rojo de pan” tiene una propagacion cosmopolita, saprofita, se la puede encontrar en plantas
muertas 0 en descomposicion, también puede estar presente en los hogares como en las
alfombras y en el polvo de los colchones, puede llegar a contaminar el pan, pasteles y
diversos vegetales, se reporta un gran numero en el que sefiala el crecimiento de C.
sitophila en café, productos de panaderia o plantas de procesamiento de madera, se
considera un contaminante sin patogenicidad, sin embargo puede tener implicaciones para
desencadenar una enfermedad asmatica, pero no se considera un alergénico significativo
(Raputean et al., 2018).

Como se lo menciona anteriormente este género se lo puede encontrar en plantas
muertas o en descomposicion, este hongo fue encontrado en las muestras de propagulos en
descomposicion, sin embargo no se puede deducir que es un género patégeno ya que no
existen estudios donde se hayan realizado pruebas de patogenicidad, por lo que se debe
tener en cuenta en futuras investigacion para saber mas acerca de este género y sus

especies.

Chrysosporium sp.
La mayoria de las especies de este género son hongos queratinofilicos, viven en

restos de pelos y plumas en el suelo (Hoog et al., 2000). La rinosinusitis cronica es uno de
los problemas de salud méas comunes en la rinologia, donde se obtuvo un resultado raro de
sinusitis fangica alérgica causada por especies de Chrysosporium sp, el hongo fue aislado,

recolectado de los senos paranasales, las infecciones causadas por este género son muy
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raras, los reportes de que causa sinusitis en humanos son raros, Chrysosporium sp es un
género poco conocido donde existen pocos reportes de infeccion causada por especies de
Chrysosporium sp (Kamath et al., 2015).

Existe un reporte muy reciente que trata sobre la infeccidn cutanea, esto es
extremadamente raro y poco diagnosticado, se presentd abscesos cutaneos recurrentes, la
histopatologia del absceso identificd conidios de paredes gruesas e hifas fungicas septadas,
en el cultivo de hongos crecio especies de Chrysosporium sp, existen mas de 60 especies de
este hongo saprdéfito donde se lo puede encontrar cominmente aislado del suelo, material
vegetal, excremento, aves y restos de pelos y plumas en el suelo (Dincy et al., 2019). Este
género de hongo fue aislado de los propagulos del manglar por lo que se pudo haber
adquirido ya que los propéagulos se encontraron en el suelo que estuvo contaminado por
Chrysosporium sp, sin embargo no existen muchos reportes en donde muestre que este

género puede ser patdgenos en humanos o plantas.

Trichoderma sp.
La mayoria de especies de este género son transmitidas por el suelo. Los casos en

los humanos se limitan a pacientes severamente debilitados o emergen una complicacion de
la didlisis (Hoog et al., 2000). Son hongos cosmopolitas conocidos por su potencial de
control biolégico, las especies de Trichoderma sp utilizan pocos mecanismos para controlar
los hongos patogenos de las plantas, sus principales mecanismos pueden contener
antibiosis, produccion de enzimas liticas (Anees et al., 2019). Debido su gran secrecion de
varias cantidades de enzimas en el medio de cultivo, resultan rentables en las
fermentaciones a gran escala, alguna especies de Trichoderma sp. son utilizadas para
separar isomeros opticos en la produccion de mentol ya que producen lactonas que son
utilizadas ampliamente en la industria como saborizantes y se caracterizan por su agradable

sabor y olor (Arias & Pifieros, 2008).
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Varias especies de Trichoderma sp. se han usado con éxito para el control
bioldgico de patdgenos que son transmitidos por el suelo, los mecanismos que usan los
hongos como agentes de control biolégico contra patdégenos de plantas incluye la
competencia por nutrientes, resistencia sistémica inducida, microparasitimos, produccién
de antibidticos y enzimas liticas extracelulares, estas especies también producen
compuestos volatiles orgénicos y no volatiles como: polifenoles, flavonoides, terpenos,
pirones, sesquiterpenos, cetonas, tioésteres, ciclohexanos y alcoholes, varios estudios
realizados han demostrado que su produccion de estos metabolismos secundarios estan
relacionados con el crecimiento del micelio y la germinacion de varias esporas de muchos
patdgenos de plantas, sin embargo el antagonismos resulta muy a menudo de mecanismos
responsables de una interaccion antimicrobiana (Tchameni et al., 2019).

Las especies de hongos de este género son endofitos, tienen la habilidad para
mejorar las plantas, sus capacidades fotosintéticas y también mejor sus mecanismos de
resistencia al estrés abidtico, los efectos de estos hongos se enfoca en la fotosintesis, a pesar
de que son pocas las cepas de hongos que tiene estas capacidades, pero la mayor parte de
estudios describe las ventajas, la primera vez que se identificaron que tenian capacidades
inesperadas para controlar la plantas, también se decia que estos hongos podrian ser
parasitos de otros hongos produciendo sustancias antibidticas, durante los siguientes afios
se fue demostrando que estos hongos controlaban una amplia gama de plagas y
enfermedades en las plantas, se observé en la inoculacién de las plantas con estos hongos
qgue ademas de controlar las enfermedades, su crecimiento fue mas rapido que las no
tratadas. Hoy en dia existen productos fungicos tratados con Trichoderma para el control de
plagas, enfermedades y para el crecimiento de las plantas que ya se han comercializado
(Harman et al., 2019).

Se han hongos de este género de ambientes estuarinos ricos en lignocelulésicos, su

adaptacion en estos ecosistemas se debe a su capacidad de sintetizar metabolitos
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antimicrobianos como los antibidticos, son de gran interés econémico e industrial, su
parasitismo y su competencia por el espacio, oxigeno y nutrientes ha despertado mucho el
interés de investigadores, los articulos cientificos que han usado estos microrganismos,
como se lo menciona anteriormente han sido usados para el control los fitopatdgenos
debido a sus biomoleculas productoras, la especie de biocontrol més investigada de este
género es Trichoderma harzianum seguido por T. viride, T. koningii, T. hamatum y T.
pseudokoningii. Son agentes de control biolégico contra patégenos transmitidos por el
suelo como: Fusarium, Pyhium y Rhizoctonia spp. que afectan a cultivos de granos, la
capacidad de producir sustancias fungitoxicas, puede variar segun las especies y el
aislamiento de la misma, algunas cepas producen metabolitos antimicrobianos, mientras
que otras actian como promotores de desarrollo de plantas (Filizola et al., 2019).

En la actualidad las medidas de control de plagas todavia se siguen llevando a cabo
con el uso de agroquimicos, teniendo un costo significativo y causando varios problemas
como la emergencia de patdgenos resistentes y ambientes contaminados (Filizola et al.,
2019), por lo que el uso de estos microorganismos como controladores biolégicos es una
alternativa para producir una agricultura mas sostenible, contribuyendo con la conservacion
del medio ambiente, siento menos costoso y una técnica sencilla y limpia, las pruebas in
vitro realizadas son el principal fundamento en donde evalua el potencial y la viabilidad del
biocontrol de microorganismos.

Es necesario investigar mas acerca de las caracteristicas de cada especies de este
género e identificarlas taxonémicamente para poder conocer mas acerca de cada especies y
sus utilidades, los hongos del género Trichoderma identificados en la presente investigacién
fueron de origen en ramas y en los propagulos, segun lo descrito anteriormente, algunas
especies de este género pueden ser usadas para el rapido crecimiento de plantas y como
biocontroladores para la proteccion contra los patdgenos y enfermedades, sin embargo se

deben realizar la identificacion de las especies de este género obtenidas en la investigacion
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para poder investigarlas un poco mas y realizar pruebas de inoculacion y observar si estas
especies se pueden usar para el beneficio de las plantas o son fitopatogenos.

En cuanto a los demas géneros descritos se debe tener en cuenta que es una ventaja,
su amplia distribucion en el ambiente, del género Aspergillus, es considerado uno de los
fitopatdgenos méas frecuentes, ya que tiene la capacidad de producir toxinas que alteran el
metabolismo de las plantas (Avila & Quito, 2019). Los reportes acerca del género Absidia
se encuentran en menor cantidad en la naturaleza, sin embargo se debe tener presente que
estas especies pueden ser usadas en la biorremediacion de ecosistemas contaminados por
metales pesados, por otro lado se debe realizar més investigaciones acerca de los géneros
Chrysonilia y Chrysopurium.

Se sugiere a un futuro un estudio de los genomas de las especies identificadas en la
presente investigacion para conocer mas de sus mecanismos Y resistencias a los metales,
para poderles dar un mayor uso en cuanto a la biorremediacion de ecosistemas degradados
por metales pesados, en cuanto al uso de las enzimas de las especies del género
Trichoderma se sugiere seguir realizando mas experimentos con ellas para observar qué
otros mecanismos pueden realizar y asi beneficiar a las plantas sin necesidad de uso de

productos quimicos y asi reducir la contaminacion.

Conclusién
El andlisis de las ramas y propagulos de los manglares del género Rhizophora del

Parque Histérico Guayaquil, tuvo como resultado la identificacion de 13 hongos
filamentosos, donde se determind que existen hongos como: Aspergillus niger, Aspergillus
aculeatus y Absidia sp, que pueden ayudar a la biorremediacion de ambientes contaminados
por hidrocarburosambién se encontraron hongos pertenecientes a los géneros: Chrysonilia'y
Chrysosporium de los cuales se tiene muy poca informacion, otro género reportado fue
Trichoderma donde la mayoria de sus especies son usadas como controladores biologicos y

tiene habilidades para mejorar las capacidades de la fotosintesis en las plantas, mejorando
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su crecimiento, especies de este género son muy estudiados debido a su alto potencial
metabdlico y por ende son de interés econdémico e industrial ya que pueden producir mentor
y productos fungicos siendo una alternativa para poder tener una agricultura sostenible.

No se tiene conocimiento alguno de que estos hongos son patégenos para los
manglares o puedan causar su muerte ya que para aquello se necesita realizar pruebas de
fitopatogenisidad, sin embargo sugiere realizar méas investigaciones acerca las especies y
géneros de la presente investigacion a nivel molecular, ya que en algunos de ellos existe
poca informacion relacionada con su uso o lo que las enfermedades que llegar a

desarrollarse en el manglar.
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