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RESUMEN

Los hongos poseen una enorme diversidad, escasamente conocida. Sobreviven en diferentes
ambientes por lo que son importantes sintetizadores de una elevada diversidad de compuestos
quimicos. Bajo este contexto, este estudio busca caracterizar morfolégica y molecularmente 20
cepas de hongos anamorfos y evaluar su potencial antimicrobiano a través de pruebas
antagonicas con bacterias de interés clinico. La identificacion morfolégica se llevd a cabo
mediante la descripciébn y comparacion de estructuras microscépicas. Molecularmente se
caracterizaron amplificando la region ITS-5.8S y LSU de ADNrn. El potencial antimicrobiano se
evalu6 a través del método de difusiébn en agar considerandose positiva cuando presentaban
halos de inhibicion. EI CMI se determiné a partir de los extractos por el método de microdilucion
en caldo. Integrando los datos morfolégicos y moleculares, 11 cepas correspondieron a
especies dentro de cinco géneros de ascomycetes. Dos especies Trichoderma sp.l y
Trichoderma sp.2 generaron halos de inhibicién contra Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomona aeruginosa, Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium y Staphylococcus aureus.
Los valores de Concentracion Minima Inhibitoria mostraron que los extractos de estas dos

especies fueron poco eficientes contra las bacterias evaluadas.

Palabras clave: Morfologia, molecular, actividad antibacteriana, ascomycetes, CMI,

Trichoderma.



ABSTRACT

Fungi have an enormous but little known diversity. They survive in different environments so
they are important synthesizers of a high diversity of chemical compounds. In this context, this
study aims to characterize morphologically and molecularly 20 strains of anamorphic fungi and
evaluate their antimicrobial potential through antagonistic tests including bacteria with clinical
interest. The morphological identification was carried out by the description and comparison of
microscopic structures. Molecularly they were characterized by amplifying the region ITS-5.8S
and partial LSU of rDNA. The antimicrobial potential was evaluated through the agar diffusion
method and considered positive in presence of inhibition halos. The Minimum Inhibitory
Concentration MIC was determined from the extracts by the broth microdilution method.
Integrating the morphological and molecular data, 11 strains correspond to different species
within five genera of ascomycetes. Two species Trichoderma sp.1 and T. sp.2 generate
inhibition halos against Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa,
Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium and Staphylococcus aureus. The MIC values shows

that the extracts for the two species were inefficient against the evaluated bacteria.

Key words: Morphology, molecular, antibacterial activity, ascomycetes, CMI, Trichoderma.



INTRODUCCION

La presente investigacion tiene como objetivo caracterizar morfologica y molecularmente varios
hongos anamorfos (estados asexuales) del cepario UTPL y evaluar su potencial antimicrobiano

a través de pruebas antagdnicas con bacterias de interés clinico.

Este trabajo esta divido en cuatro capitulos los mismos que poseen los siguientes apartados:
Capitulo | contiene el marco teérico en donde se describe a los hongos, su ciclo de vida y
sexualidad, la clasificacion morfo-molecular y su importancia, asi como a los métodos de
evaluacién antimicrobiano. El capitulo Il estd enfocado a materiales y métodos, donde se detalla
ordenadamente desde la seleccion de los especimenes flngicos y bacterianos, el analisis
morfo-molecular, filogenético y las pruebas antagénicas tanto en medio sélido como la
concentracion minina inhibitoria (CMI). El capitulo Il detalla cada uno de los resultados
obtenidos gracias a la metodologia empleada. Por ultimo, el Capitulo IV contiene la discusion,
en la cual se compara y se discute nuestros resultados con respecto a los estudios ya

publicados por otros investigadores para asi poder elaborar algunas conclusiones.

Ecuador es un pais que posee las condiciones favorables para el desarrollo de una gran
diversidad biolégica como flora, fauna y micobiota (Bussmann, 2005). No obstante organismos
como los hongos han sido escasamente estudiados. Los hongos son muy diversos,
principalmente en su morfologia y ecologia, pero también muy diversos con respecto a los
compuestos quimicos que sintetizan (Piepenbring, 2015). Se ha evidenciado que muchos de
sus compuestos bioactivos presentan actividad antibacteriana, antifingica, insecticida o
nematicida (Meneses, 2003, Yandry et al. 2006, Gonzélez et al. 2012). Sin embargo,
organismos como las bacterias desarrollan mecanismos de resistencia frente a sustancias como
los antibiéticos, por lo que hay que buscar nuevos compuestos para combatir enfermedades
infecciosas (Hernandez et al. 2008, Leiva et al. 2004). Estas sustancias activas pueden ser de
mucha utilidad para el ser humano, por lo que se investigan con fines de bioprospecciéon (Adrio
& Demian, 2003). Asi mismo, estos estudios tienen que ir de la mano con la taxonomia
(caracterizacion morfolégica y molecular), para identificar a que grupos taxonémicos pertenecen
estas especies y asi redireccionar futuras investigaciones (Infante et al., 2009). Los hongos se
pueden convertir a futuro en fuentes renovables de metabolitos para el control de enfermedades

infecciosas causadas principalmente por bacterias (Fernandez et al., 2003).

Por esta razon, se identific6 (morfoldégica y molecularmente) varias cepas de hongos

almacenados en el cepario UTPL y evaluar su potencial antagonico contra bacterias, para a
3



futuro aprovecharlos como fuentes naturales de metabolitos bioactivos. Para ello se utilizé 20 de
las cepas de hongos almacenadas en el del cepario UTPL y siete cepas bacterianas patégenas
para seres humanos proporcionadas por la seccién de Bioensayos perteneciente al area de
Quimica Aplicada de la UTPL. Para la caracterizaciéon morfolégica nos basamos en revision de
estructuras microscopicas (ej. conidias) de cada una de las cepas. Se registr6 fotograficamente
todas las estructuras mas relevantes para describirlas y compararlas con diferentes claves
taxondémicas. Las técnicas moleculares usadas fueron la extraccion de ADN, Reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), electroforesis y secuenciacion. Los protocolos a aplicarse para
hongos en cultivo estdn debidamente estandarizados en varios trabajos anteriormente
realizados por el equipo del fungario. La prueba de antagonismo contra bacterias se realizé por
el método de antibiograma (Duraipandiyan et al., 2006), la misma que nos permitio identificar
que hongos tienen potencial actividad antibiética frente a varias especies de bacterias de interés
clinico. Desde las especies de hongos activas contra bacterias se obtuvieron extractos para
evaluar a que concentraciones son eficaces de actividad, por medio de la técnica de
concentracion minima inhibitoria (CMI; Trigos et al., 2005). Correlacionando los datos
morfoldégicos y moleculares, 11 cepas fueron identificadas, las mismas que pertenecieron a
cinco géneros de ascomycetes. De todas las cepas analizadas, dos demostraron actividad
antagonica Trichoderma.viride y Trichoderma asperellum. A través del método de antibiograma
estas dos cepas fueron activas contra Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y Proteus vulgaris, con halos de
inhibicién desde 10 mm hasta 34 mm. En la prueba de CMI los extractos resultaron poco

eficientes contra las bacterias evaluadas.



CAPITULO |

MARCO TEORICO



1.1. Los hongos.

Originalmente fueron descritos como parte del reino vegetal hasta que Whittaker (1969)
desarrollo una nueva clasificacion, ubicandoles dentro del reino Fungi. Este reino encierra una
inmensa biodiversidad con funciones ecoldgicas que son clave en todos los ecosistemas
(Herrera & Ulloa, 1990).Contienen una membrana nuclear y otros organulos rodeados de
membrana, caracteristica que define a los eucariontes. Sin embargo, su morfologia y modo de
vida le permite diferenciarse fundamentalmente de animales y plantas (Adl et al., 2005). Dentro
del nicleo se encuentran uno o dos nucleoides pequefios y varios cromosomas. Su pared
celular esta constituida principalmente por quitina y en pocos casos con celulosa. Las hifas
constituyen la unidad estructural de los hongos altamente septados, en algunos casos fibulados
es decir la union entre dos células binucleadas cercanas una misma hifa (Basidiomicetes)
(Herrera y Ulloa, 1990) Las hifas en conjunto forman una masa conocida como micelio. El
micelio es el encargado de dar lugar al cuerpo fructifero y posicionar las estructuras germinales.
El himenio (estructura fértil) forma los organulos reproductores, ya sea basidias, esterigmas y
esporas que son claves en la reproduccion sexual (Crespo, 2008). Los hongos carecen de
procesos fotosintéticos y no fijan carbono por la falta de clorofila, ademas son heterétrofos y en

su gran mayoria aerobios, es decir necesitan oxigeno libre (Papagianni, 2004).

Su fuente de energia son carbohidratos complejos que se pueden encontrar en la materia
organica muerta u organismos vivos (saprofitos), causando dafio siendo parasitos (patdégenos) u
obteniendo beneficio mutuo (simbiontes) (Berbee & Taylor, 1992). El rol principal que cumplen
los hongos en el medio ambiente es ser descomponedores de sustratos organicos, pero
también tienen funciones como formadoras de micorrizas, colonizadores de sustratos estériles
en el medio ambiente y controladoras de patdgenos tanto en plantas o animales (Webster &
Weber, 2007).

Dentro de todos los grupos de hongos existen varias especies microscopicas, entre las que se
destacan los hongos anamorfos (con reproduccién asexual), que poseen una extensa
distribucion tanto en ambientes naturales y antropicos adaptandose a todos los ecosistemas
(Shenoy et al., 2007). Sin embargo, Arias et al. (2010) sefiala que la mayoria de los estudios
sobre hongos anamorfos se han enfocado en los patégenos, dejando un vacio de conocimiento
sobre diversidad de otros grupos de hongos no patégenos y con alto potencial en la
biotecnologia como facilitadores de descomposicion de restos vegetales y el reciclaje de

nutrientes (Figueroa et al., 2016).



1.2. Ciclo de vida y sexualidad de los hongos.

El ciclo de vida de los hongos es versatil, puesto que se evidencian cambios estructurales que
comprenden fases nucleares en distintas generaciones, muchas veces simultaneamente
durante el desarrollo asexual y sexual del organismo (Hawker, 2016). Generalmente el hongo
con multiplicacion sexual se denomina teleomorfo y con reproduccién asexual se denomina
anamorfo. Solo ciertas especies presentan las dos formas de reproduccion, denominandose
holomorfo (Gams, 1995), ejemplo de ello son las levaduras que en su fase sexual forman
esporas y en su fase asexual realizan gemacion o fision binaria (Zeng & Zhuang, 2014).
Generalmente los hongos conocidos como verdaderos son haplontes, es decir sus nucleos
haploides se multiplican por mitosis y solo un pequefio grupo son diplo-haplontes. Los ciclos de
vida tanto de Basidiomycota y Ascomycota tienen una fase dicariética que no presentan el resto
de grupos de hongos. El proceso empieza cuando dos células con nlcleos haploides se
fusionan por plasmogamia, al pasar de un tiempo desde la plasmogamia los dos nucleos se
fusionan (cariogamia) y se ubican en una célula madre de un meiosporangio. Este
meiosporangio se llama asco (ascomycetes) o basidio (basidiomicetes). La division de los
ndcleos haploides se da por meiosis donde hay recombinacién genética. Los resultantes de
estos nudcleos haploides son repartidos generalmente en cuatro meiosporas haploides que
seran las encargadas de dispersar la recombinacion genética (Taylor et al., 2000).

La reproduccion sexual permite el intercambio del material genético. Por otro lado, la
reproduccién asexual es un proceso en el cual las distintas fases mitéticas promueven la
proliferacibn del organismo obteniendo abundantes individuos con células reproductoras
especializadas (Charya, 2015).

1.3. Diversidad en el mundo y distribucion en el Ecuador.

Las distintas estrategias de reproduccidon hacen que a nivel mundial existan mas de cinco
millones de especies de hongos, donde alrededor de 75000 especies han sido descritas hasta
el momento (Blackwell, 2011). Hawksworth (2001) hizo una estimacién de 1.5 millones de
especies de hongos fundamentada en la relacion de 6:1 (seis hongos por cada planta vascular).
Ecuador es un pais megadiverso, con alrededor de unas 16500 plantas vasculares (Laessge &
Petersen, 2008), por lo que si hacemos la relacion de 6:1 tendriamos un estimado de 96000
especies de hongos. Algunas bases de datos e investigaciones reportan aproximadamente
3776 taxones conocidos en Ecuador, lo que representa solo el 4% de la diversidad de hongos

gue potencialmente habria en este territorio (Leessge & Petersen, 2008).



1.4. Clasificacion morfo-molecular.

Durante muchos afios se ha debatido sobre la correcta clasificacion de los organismos, en
especial los hongos. El uso de descripciones simples, la falta de un registro fasil util, y la
elevada diversidad de hongos han sido los principales impedimentos para una correcta
identificacion, principalmente a nivel de especies. La nomenclatura actual para la clasificacion
taxonémica de los hongos generalmente incluye reino, division o filum, clase, familia, género y
especie (Haro & Melic, 2002). Histéricamente, la clasificacion de estos organismos se
fundamentaba en los caracteres observables, es decir, a través de caracteristicas
macroscopicas (ej. tamafio, color de fructificaciones) y microscopicas (ej. hifas, esporas etc.).
Esto dejé muchas veces varios taxones dentro una misma especie, lo que causa actualmente
discrepancias taxonémicas (Guarro et al., 1999). El descubrimiento de la secuenciacion del
ADN y el uso de filogenias permitié el analisis de una multitud de especimenes en los diferentes
grupos clasificados a través de la taxonomia clasica, reformulandose y permitiendo la nueva
clasificacion de 10 filos como miembros del reino de los hongos. Los grupos descritos mas
importantes que hasta la actualidad posee el reino de los hongos son Basidiomycota y
Ascomycota. Ademas posee otras divisiones como Glomeromycota, Zygomycota,
Chytridiomycota, Blastocladiomycota (Hibbet et al., 2007).

1.5. Importancia de los hongos en biotecnologia.

Los hongos se reportan en varias investigaciones como potenciales sintetizadores de
compuestos o sustancias Utiles en diversos campos, especialmente el biotecnoldgico. Por lo
gue es importante descubrir nuevos especimenes con mayores alcances en el campo industrial
(Piepenbring, 2015).

La industria alimenticia ha involucrado a los hongos como facilitadores de varios procesos, por
ejemplo las levaduras aplicadas en la fermentacién de vino (Saccharomyces ellipsoideus),
fermentacion de cerveza (Saccharomyces cerevisiae) y en la maduracion de los quesos
(Geotrichum candidum, Penicillium candidum y Penicillium roqueforti). Existe otro grupo de
hongos que son utilizados en la cocina como por ejemplo los champifiones (Agaricus bisporus,
Tricholoma matsutake), y otros que pertenecen a Agaricales, Boletales y Cantharellales (Pitt &
Hocking, 2009).

En la actualidad se conoce productos eficientes obtenidos a partir de hongos para combatir
patdgenos, como la penicilina aislado desde Penicillium chrysogenum, o las cefalosporinas
extraidas desde Cephalosporium chrysogenum. Estos antibiéticos son empleados para control

bacteriano en medicina humana (Adrio & Demian, 2003), en la agricultura se destaca la
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beauvericina de Beauveria brongniartii (Strasser et al., 2000), las ofiobolinas de Cochliobolus
heterostrophus empleadas como nematicidas (Anke & Sterner, 1997), y alantrifenona,
alantripineno y alantrileunona aislado desde Eupenicillium spp. como insecticidas (Fabio et al.,
2005).

1.6. Métodos de evaluacion antibiotica.

Estas técnicas son basicas para encontrar nuevos organismos que contrarresten el crecimiento
de patdégenos (Murugaiyan, 2015). Estos ensayos son practicamente simples, agiles, repetibles,
econdmicos y permiten obtener un amplio rango de muestras evaluando varios extractos en
periodos cortos de tiempo (Amraoui et al., 2014). La produccion de enzimas, cambios en su
metabolismo y la produccién de sustancias nocivas son los mecanismo de resistencia para los

agentes antimicrobianos (Gomez et al., 2003).

1.7. Pruebas de sensibilidad.

Actualmente se cuenta con distintos métodos de referencia para pruebas de sensibilidad de
hongos frente a bacterias. Una de ellas es la difusion en agar o denominado método de Kirby-
Bauer, descrito por Bauer et al. (1966). Esta técnica se fundamenta en la inhibicién del
crecimiento antimicrobiano mediante la difusion de las sustancias activas en un medio sélido
formando halos de inhibicién. Otro método es la técnica de microdiluciéon en caldo que permite
determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI), este método consiste en obtener extractos
desde cultivos liquidos bacterianos o fangicos para ser inoculados dentro de pocillos de una
microplaca (ej. TC96, por sus 96 pocillos). La inoculaciéon es sobre distintas diluciones del
extracto a ensayar y asi obtener concentraciones decrecientes inhibitorias en caldo. Es decir
define la menor concentracion del extracto necesaria para inhibir la produccién y multiplicacion
de un crecimiento visible de una cepa microbiana dada en el sistema de prueba (Langfield et al.,
2004).

1.8. Objetivos
Objetivo general

Caracterizar morfolégica y molecularmente varios hongos anamorfos (estados asexuales) del
cepario UTPL y evaluar su potencial antimicrobiano a través de pruebas antagdnicas con

bacterias de interés clinico.

Objetivos especificos del proyecto



-Analizar morfolégicamente y molecularmente 20 hongos anamorfos del cepario parte del
herbario UTPL.

-Realizar un “screening” con pruebas antagdnicas de cepas de hongos frente a cepas de

bacterias de interés clinico.

-Evaluar la concentracién minima inhibitoria (CMI) para todos los hongos positivos en pruebas

antagonicas.
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS
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2.1. Especimenes fungicos y bacterianos.

Se trabajé con 20 cepas de hongos puros (Tabla 1), aislados desde hongos que fueron
recolectados por el equipo de la seccién fungario del herbario UTPL. Estos especimenes
pertenecen a la coleccion cepario UTPL, almacenados en medio agar papa dextrosa (PDA).
Estas cepas fueron seleccionadas por caracteristicas como su morfologia, pigmentacién y

rapido crecimiento.

Tabla 1. Cédigos de colecta y almacenamiento de las cepas fungicas estudiadas.

N° | cODIGO | CEPARIO UTPL(CF)
1 | IR026 UTPL(CF)-7

2 |IR028 UTPL(CF)-9

3 [IR072 UTPL(CF)-44
4 [IR076 UTPL(CF)-46
5 |IR078 UTPL(CF)-47
6 |IR084 UTPL(CF)-51
7 | IR097 UTPL(CF)-72
8 |[IR110 UTPL(CF)-80
9 |[IR123 UTPL(CF)-81
10 | IR127 UTPL(CF)-82
11 | IR128 UTPL(CF)-83
12 | IR130 UTPL(CF)-85
13 | IR131 UTPL(CF)-86
14 | IR148 UTPL(CF)-89
15 | IR166 UTPL-(CF)-92
16 | IR223 UTPL(CF)-98
17 | IR238 UTPL(CF)-125
18 | IR298 UTPL(CF)-252
19 | EM183 UTPL(CF)-290
20 | EM371 UTPL(CF)-337

Fuente: Autora

Para evaluar la actividad antibacteriana se utilizaron siete bacterias entre Gram + y Gram -
(Tabla 2), las mismas que estaban almacenadas en crioreservas a -80 °C en el Departamento
de Quimica Aplicada de la UTPL.

Tabla 2. Cepas bacterianas utilizadas para las pruebas antagonica y medios de cultivos liquidos
especificos segun la especie.

Microorganismo
Gram Escherichia coli = (Ec)* Caldo Triptisoya
Negativas | Klebsiella pneumoniae = (Kp)* Caldo Triptisoya
Pseudomona aeruginosa = (Pa)* Caldo Triptisoya
Proteus vulgaris = (Pv)* Caldo Muller Hinton (Difco)
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Salmonella typhimurium = (Wt)* Caldo Oxoid No (Oxoid)

Gram Enterococcus faecalis = (Ef)* Caldo Infusion Cerebro
Positivas Coraz+ON (Bacto TM)

Staphylococcus aureus = (Sa)* Caldo Triptisoya

*Abreviaturas usadas en el texto para las diferentes bacterias

Fuente: Autora

2.2. Anélisis morfo-molecular.

Se describié macroscopicamente a cada cepa de acuerdo a sus caracteristicas fisicas, como
por ejemplo: crecimiento, coloracion de micelio, formaciobn de sclerocios. Se analiz
microscopicamente el micelio del cultivo tefiido con Phloxine 1%, seguida con decoloracion por
medio de KOH 10%. Se buscoé estructuras como hifas, esporas (conidios), fibulas etc. usando
magnificaciones de 10x hasta 100x y registrando fotograficamente cada una de estas
estructuras. Se hicieron ilustraciones detalladas Unicamente para los especimenes positivos en

pruebas antagonicas con el fin de definir su especie por medio de claves taxonémicas.

Se realiz6 la extraccion de ADN para las 20 cepas recogiendo una pequefia cantidad de micelio
evitando tomar demasiado agar. El proceso se sigui6é acorde a las normas de manufactura para
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) (Anexo 1). EI ADN obtenido se amplificd
mediante PCR usando primers universales: ITS1 (5- TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3’, White
et al.,, 1990) y NL4 (5'- GGTCCGTGTTTCAAGACGG -3', White et al., 1990), y asi obtener la
region ITS1-5.8S-LSU parcial (D1/D2) (White et al., 1990). Las condiciones de PCR fueron
como sigue: 35 ciclos, empezando con una desnaturalizacién inicial a 94 °C por 3 minutos, cada
ciclo contiene un paso de desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, las temperaturas de
anillamiento segun la combinacién de primers, (55 °C) por 30 segundos, una extension a 72 °C
durante 2 min, y una extension final a 72 °C por 10 min. El volumen de reaccion de la PCR fue
de 20 pL: 18 pL de Platinum ® PCR Supermix de Invitrogen, 0,2 uL de cada primer, 0.4 pL de
BSA (albdmina de suero bovino) al 10% y 1,5 uL de ADN.

Los productos de PCR se verificaron por electroforesis en geles de agarosa al 1% mas solucion
1X de Gel Red (Biotium) y sus condiciones de corrida 128 V, 300 mA, 25 min. Se us6 1.5 yL de
marcador de peso molecular 1 Kb (Invitrogen), asi mismo 2 yL de producto de PCR mas 2 yL
5X Green GoTaq® Reaction Buffer. El medio liquido de corrida fue el buffer TBE 1X (Trisborato,
EDTA).

Para la purificacién de los productos positivos se utilizod el Kit QIAquick PCR Purification Kit
Protocol, empleando volimenes 1.1 de PEG (20% Polietilenglicol 8000, 2.5 M NaCla) e
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incubados a 37 °C por 15 min. Se esper6 la formacién de pellet por centrifugacion a velocidad
de 14000 rpm, por 15 min. El residuo de pellet recuperado se lavé con etanol (frio) al 80%. Se
dejoé secar el pellet para luego resuspenderlo con agua desionizada. Finalmente, se envi6 los

productos de PCR para ser secuenciados en la empresa Macrogen (Seoul - Korea).

2.3. Andlisis filogenético.

Las secuencias obtenidas se editaron en el programa Codon Code Aligner V.4.2.4. Cada
secuencia fue comparada con otras secuencias de la base de datos GenBank (NCBI) mediante
busqueda rapida de BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), de las cuales se seleccioné la
secuencia que tenga el porcentaje mas elevado de similitud (80-100).

Las secuencias de este estudio y las obtenidas desde la base datos GenBank se alinearon por
separado para las regiones ITS y LSU. Los alineamientos se efectuaron con la opcion “GINS-i”
implementada en MAFFT v5.667 sin correcciones manuales (Katoh et al., 2002). De estos
alineamientos se construyeron dos arboles filogenéticos (Figura 2). El primer arbol fue a partir
Unicamente de las secuencias ITS-5.8S (Figura 2, A). En el segundo arbol solamente se utilizo
la region LSU parcial (D1/D2) (Figura 2, B).

Las filogenias fueron inferidas por medio de analisis Neighbor Joining y Maximun likelihood
empleando el software MEGA V.5, con los parametros de corrida: 1000 réplicas de bootstrap
(BS), modelo General time reversible (GTR) y probabilidad Distribucion Gamma (Felsenstein,
1985).

2.4. Evaluacién del potencial antibidtico.

2.4.1 Pruebas antagodnicas - medio sélido.

Previo a la prueba antagénica en medio sélido, se prepararon los inéculos bacterianos en
caldos de cultivos nutritivos especificos para cada cepa (Tabla 2). Las condiciones de
incubacion para todas fueron de 37 °C durante 14-16 horas. El crecimiento y concentracion
adecuada para inoculacion bacteriana se evalud visualmente hasta que el medio llegue a la

turbidez.

Las cepas bacterianas que pasaron toda la noche (14-16 horas) en medio liquido se colocaron
en una solucion salina de cloruro de sodio 0,9%, equivalente a 0,5 McFarland, durante 10
minutos, previo a su sembrado en estriado en caja Petri con medio solido Muller Hinton

(DIFCO). Una vez realizada la siembra y luego de aproximadamente 15 min se procedié a
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realizar tres pocillos u orificios libres de 10 mm con un tubo estéril, orientados dentro de la caja

como puntos de un triangulo. Estos pocillos sirvieron para inocular el hongo a evaluar.

Finalmente inoculado el hongo se incubaron las placas de forma invertida a 36 °C por un
periodo de 24, 48 6 72 horas dependiendo del surgimiento de los halos de inhibiciéon para su

medicion.
2.4.2. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).

Se obtuvieron extractos a partir de los hongos que resultaron positivos con halos de inhibicion
bacteriana en los medios sélidos. El procedimiento detallado para la obtencién de extractos se

describe en el Anexo 2.

Para evaluacion de CMI se utilizaron microplacas de 96 pocillos siguiendo el procedimiento de
diluciébn doble seriada de la siguiente manera: 180 yL de caldo Muller Hinton o Caldo
Sabouroud segun corresponda al primer pocillo y 100 yL a todos los pocillos restantes, luego se
adicion6 20uL de la disolucion del extracto a probar en el primer pocillo, después se realizaron
diluciones seriadas tomando 100 uL del primer pocillo y diluyendo con 100 pL del pocillo
siguiente y se continué este procedimiento hasta obtener ocho diluciones consecutivas. El
mismo procedimiento se siguié para el control de esterilidad (180 pL caldo + 20 uL extracto), el
control negativo (180 pL caldo + 20uL DMSOQO) y el control positivo (180 pL caldo + 20 pL
Gentamicina® o Itraconazol). Se sell6 las placas y se incub6 a 37°C por un periodo de 24

horas, para su posterior lectura.
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3.1. Caracterizacion morfo-molecular.

De las 20 cepas seleccionadas se eliminaron tres por motivos de contaminacién. De las 17
cepas restantes, se pudo caracterizar morfolégicamente 11 cepas, utilizando como criterio de
separacion el crecimiento miceliar que generé diferentes formas y colores sobre medio sélido
PDA (Anexo 3). Ademas, las cepas produjeron estructuras de desarrollo asexual como por
ejemplo conidi6foros, conidias, clamiosporas (Figura 1). Estos estados asexuales permitieron
determinar los especimenes hasta nivel de género. Todas las cepas evaluadas pertenecen a
ascomycetes. Seis cepas (UTPL(CF)-7,46,47,82,89,124) presentaron micelio estéril (carecen de
estructuras reproductivas) por lo que no se pudieron ubicar en ningun grupo fungico (Figura 1,
J-0).
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10 ym x100

10 pm x100  °

Figura 1: Observaciones microscopica de 15 cepas (dos cepas ver mas adelante) de hongos anamorfos,
tefiidas con Ploxine al 1%, aumento de 100x. A-C: Género Trichoderma, UTPL(CF)-72 (A), las flechas
negras indican conidiéforos ramificados en dos verticilios y conidios en forma circular. UTPL(CF)-85 (B),
conidioesporas redondas agrupadas (flecha negra) y clamidioespora intercalar globosa (flecha negra).
UTPL(CF)-92 (C), clamidioespora terminal globosa (flecha negra). D-F: Género Fusarium UTPL(CF)-81
(D), macroconidio (flecha negra).UTPL(CF)-86 (E), flechas negras indican macroconidios curvados o
elipsoidal. UTPL(CF)-290 (F), fidlides alargadas y microconidios ovoides. Género Clonostachys (G),
UTPL(CF)-44 conidiéforos sencillos verticilados (flecha negra) y conidias subglobosas (flecha negra)
Género Pestalotiopsis (H),UTPL(CF)-83 conidios segmentados pigmentados. Género Xylarya (1),
UTPL(CF)-371 hifas septadas J-O: Cepas con micelio estéril UTPL(CF)-46 (J), células con fluidos
celulares. UTPL(CF)-82 (K), hifas, conidios.s UTPL(CF)-124 (L), hifas delgadas, alargadas. UTPL(CF)-7
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(M), fidlides rectangulares (flecha negra) y conidios ovoides (flecha negra). UTPL(CF)-47(N),hifas
alargadas UTPL(CF)-89 (O), hifas en formacion. A-O. Barras = 10 pym

Fuente: Autora

Paralelamente al analisis morfolégico se efectuaron las pruebas antagénicas donde se
determind dos cepas potencialmente productoras de antibiéticos por lo que se analizaron y

describieron con mas detalle. A continuacién se describen estas cepas.

Trichoderma viride. Ascomycete de la familia Hypocreaceae, puede crecer en medio sélido
PDA, pero en medio sélido PDA + madera produce una colonia densa amarillenta y verdosa,
hifas aéreas abundantes, conidiacién notada después de cinco dias en numerosos granulos o
mechones escamosos de color verde amarillo y gradualmente remarcando una zona con un
anillo concéntrico. Conidioforos ramificados (2-) 3 (-5) um de ancho, fidlides en su mayoria
dispuestos simétricamente, solitarios o divergentes en verticilos de tres a cuatro (2-) 2.5 um de
ancho, rectos o ligeramente curvos o sinuosos. Conidios verdes, globosos o subglobosos, lisos
(2-) 3 (-4) pm x (2-) 3 (-4) um (n=31). Las clamidosporas son terminales o intercalares globosas
(3-) 4 (-5) pm % (4-) 4 (-5) pm (n=31) (Figura 2).
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Figura 2: Observacion macro y microscépica de Trichoderma viride, cepa UTPL(CF)-9. A: Micelio
verdoso-amarillento sobre medio de cultivo PDA + madera a los 15 dias a 27°C. B: llustracion, las flechas
negras muestran los conidiéforos, la flecha azul indica fidlides. C-D: Conidiéfors, la flecha negra muestra
las fialides, tefidos con Ploxine al 1%. E: conidios redondos tefiidos con Ploxine al 1%. F: hifas en

desarrollo, flechas negras indican la formacién de clamidosporas globosas. Barras = 10 um.
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Fuente: Autora

Trichoderma asperellum. Asomycete familia Hypocreaceae en medio PDA + madera. Colonia
densa, verde oscura, superficialmente, farinosa a floccosa. Hifas superficiales,
microscopicamente septadas. Conidioforos, que surgen del eje principal en verticilos de dos a
tres. Fiadlides sobre todo dispuestos simétricamente, rectos, alargados en forma de botellas (2-)

2 (-3) um de ancho en la base. Conidios verdes, principalmente subglobosos o elipsoidales,

lisos (2-) 3 (-4) um x (2-) 3 (-4) um (n = 35). Las clamidosporas terminales globosa a ovoides (3-
) 4 (-5) um x (3-) 4 (-5) um (n = 35) (Figura 3).
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Figura 3: A-F:Trichoderma asprellum, cepa UTPL(CF)-80. A, Micelio verde oscuro distrubuido
uniformemente sobre medio de cultivo PDA+madera a los 15 dias a 27°C. B, llustracién indicativa
llustracién, las flechas negras muestran los conidiéforos, la flecha azul indica fialides. C-D: Conidiofors, la
flecha negra muestra las fialides, tefiidos con Ploxine al 1%.E, conidios globosos tefidos con Ploxine 1%
F, hifas produciendo clamidosporas terminales globosas (flecha negra).Barras=10 um.

Fuente: Autora

De las 17 cepas estudiadas, mediante analisis moleculares se obtuvieron 12 secuencias sin
errores de quimeras para 11 cepas correspondientes a: (UTPL(CF)-44, 46, 80, 83, 85, 86 y 92)
para ITS-5.8S y secuencias desde las cepas (UTPL(CF)-9, 72, 46, 214 y 337) para LSU parcial.
Tres secuencias para las cepas (UTPL(CF)-81, 82, 290) presentaron porciones quiméricas por
lo cual se las elimino de los andlisis filogenéticos, aunque sirvieron parcialmente para la
determinacion de tres géneros en la busqueda de similitud de Blast (Tabla 4). No fue posible
obtener productos de PCR de tres cepas (UTPL(CF)-89,47 y 7).
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Al contrastar los datos morfolégicos con los datos moleculares desde Blast con similitudes de
entre 91%-100% (Tabla 4) y filogenéticamente ITS-5.8S y LSU parcial (D1/D2) con valores de
soporte sobre los nodos entre 60 y 100 (Figura 2) se logré identificar 11 cepas hasta nivel de

género y algunas hasta nivel de especie (Tabla 4 y Figura 2).

Tabla 3. Comparacion entre la identificacion morfologica de las diferentes cepas versus la similitud por
Blast desde las secuencias obtenidas para cada cepa estudiada.

Identificacion o i
Cepas - Similitud N° accesion Orden
Morfologia BLAST GenBank
Trichoderma Trichoderma
UTPL(CF)-9 oo viride 99% KMO078038
UTPL(CF)-72  Trichodermasp. ,lcnoderma —gq0, F1430784
" koningiopsis
i Trichoderma Trichoderma o
UTPL(CF)-80 asperellum asperellum 97% KF723005

Trichoderma

UTPL(CF)-85  Trichoderma sp. gamsii 94% GQ337421
UTPL(CF)-92 Trichodermasp. 'ichoderma 99% KM099499
atroviride
Fusarium sp.
UTPL(CF)-81  Fusarium sp. (secuencia 91% HQ130669
quimera) HYPOCREALES
UTPL(CF)-86  Fusariumsp. toaid™ 94% AF310978
Fusarium
TPL(CF)- . ici
UTPL(CF) Fusariumsp.  Lheinctum 94% KP137448
290 (secuencia
guimera)
UTPL(CF)-44 ;'JO”OStaChyS g;zg%sggmys 100%  KC806270
UTPL (CF)-46  Micelio estéril ;‘f’l'g&?;"ad'“m 94% JF796050
UTPL R \licelio esterii  Sarocladium 99% KT878333
124 kiliense
Phoma sp.
UTPL (CF)-82 Micelio estéril ((qsueirc;]ueerg;:ia 83% JN003230 PLEOSPORALES
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Pestalotiopsis Pestalotiopsis

UTPL (CF)-83 sp. 100% KP306939  AMPHISPHAERIALES
UTPL(CF)- . Xylaria cf.
337 Xylaria sp. heliscus 95% JQ761642 XYLARIALES

Fuente: Autora

Las dos filogenias ITS-5.8S y LSU ubican 12 secuencias para 11 cepas estudiadas con
soportes superiores a 55 sobre los diferentes clados para cada especie (Figura 4). La filogenia
ITS-5.8S principalmente present6 cuatro clados con valores superiores a 90% para los géneros
Clonostachys, Fusarium, Pestalotiopsis, Tolypocladium y Trichoderma (Figura 4, A). Por otra
parte el arbol de LSU muestra cuatro clados principales con buenos soportes de bootstrap de
96 a 100 para los géneros Sarocladium, Tolypocladium, Trichoderma, y Xilarya (Figura 4-B). La
busqueda de Blast y la filogenia determiné a nuestras cepas dentro de tres grandes 6rdenes

Amphisphaeriales, Hypocreales y Xylariales (Tabla 4, Figura 4).
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Trichode ma gansii KP715352
Trichoder na gansii KX24330 3

o Trichode ma gansii KU52389 4
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Trichoderma sp. UTPL(CF)-92

72/76

100/100

Trichode ma asperellumAF27878 9
Trichode ma asperellumKF 42575 4
Trichoderma asperellum UTPL(CF)-80
Trichoderma sp. UTPL(CF)-85

96/100 |\ Tolypocladiu minflatu mKT69327 1
100/100 ;I Tolypocladiu minflatum JX53512 8
Tolypocladium sp. UTPL(CF)-46

—— Fusarium sp. UTPL(CF)-86

90/84

99/100

6/100 Fusariu mtricinc tm KU94815 5

9
Fusarium tricinctum KF728675

Clonos ichys byssicola KC80626 9

100/100 |
Clonos tichys byssicola KC80626 8
63/80

Clonost a&hys sp. UTPL(CF)-44
Pestalotiopsis sp. UTPL(CF)-83

1001190} pestalofopsis gracilis AY 68731 2

L Pestalotiopsis sp. KJ02308 7

HYPOCREALES

AMPHISPHAERIALES

Hypocrea muroiana JN943367
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Trichoderma viride UTPL(CF)-9

100/100 Trichoderma sp. UTPL(CF)-72

Trichoderma viride KM078038
Trichoderma asperellum KF723005
62/-

Trichoderma viride GQ221864

— Tolypocladium sp. UTPL(CF)-46
Tolypocladium inflatum AB044645

96/100

Tolypocladium inflatum JF796050

[ Chaunopycnis sp. HM595578
Sarocladium sp. UTPL(CF)-124

Sarocladium kiliense KT878333

100/100

Nectria mauritiicola AJ558115
Sarocladium kiliense LT549089
98196 | Xylaria feejeensis KT250981

100”00ﬁ Xylaria feejeensis KT250985
Xylaria cf. heliscus JQ761642

Xylaria sp. UTPL(CF)-337
Nemania abortiva KU683829

—

0.02
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Trichoderma atroviride HQ115671

Trichoderma atroviride KM099499

HYPOCREALES

XYLARIALES

Figura 4: Hipotesis filogenética basada en Maximun Likelhood de secuencias obtenidas a partir de 11
cultivos de hongos anamorfos para la region region ITS-5.8S (A) y para la region region LSU parcial (B).
Los nombres de género y especie para las diferentes cepas se muestran en negrita. Los valores
corresponden a los analisis de Maximun Likelhood y Neighbor Joining respectivamente.



Fuente: Autora

3.2. Pruebas antagdnicas en medio sélido.

Los 17 hongos fueron evaluados contra siete bacterias patdgenas (Tabla 2). Se observd que
dos cepas (UTPL(CF)-9 y 80) fueron capaces de reducir el crecimiento y desarrollo de
determinadas bacterias generando halos de inhibicibn (Tabla 5). Estas cepas fueron
identificadas morfo-molecularmente (Tabla 4, Figuras 2, 3, y 4) como T. viride (UTPL(CF)-9) y T.
asperellum (UTPL(CF)-80).

Tabla 4. Diametro del halo de inhibicion obtenido mediante pruebas antagénicas de dos cepas de
Trichoderma frente a siete bacterias de interés clinico. diametro del halo de inhibicion.

Bacterias Patogenas

Gram Positivas Gram Negativas

E . Enterococcus Staphylococcus Escherichia Klebsiella Proteus Pseudomona Salmonella

specimenes . . . : . o

faecalis aureus coli pneumoniae  vulgaris  aeruginosa typhimurium
Trichoderma Activo Activo Activo
viride NA @ 14 mm NA @10 mm d14mm NA NA
(UTPL(CF) -9) @ 16 mm @ 19 mm
Trichoderma Activo Activo Activo Activo
asperellum NA @ 34 mm @ 26 mm @ 25 mm @ 25 mm
(UTPL(CF)-80) @ 34 mm @ 26 mm NA d34mm NA @ 25 mm
@ 30 mm @ 29 mm @ 30 mm @ 30 mm
NA: No activo

@: Diametro de inhibicion
Fuente: Autora

Trichoderma viride (UTPL(CF)-9) (Tabla 5), inhibi6 tres cepas bacterianas, resultando ser mas
eficiente sobre Staphylococcus aureus, con promedio de halos de inhibicion de 15 mm (Figura
5, C). Las cepas bacterianas Klebsiella pneumoniae (Figura 5, A) y Proteus vulgaris (Figura 5,
B), se inhibieron con halos de 10 mm y 16,5 mm respectivamente.

24



Figura 4: Diametro de lo halos de inhibicion (barras) generados por Trichcoderma viride como
antagonismo positivo sobre las bacterias Klebsiella pneumoniae (A), Proteus vulgaris (B) y
Staphylococcus aureus (C).

Fuente: Autora

Por otra parte T. asperellum (UTPL(CF)-80) (Tabla 5), fue positiva al inhibir el crecimiento
bacteriano para una cepa Staphylococcus aureus (Gram positiva) con halos de inhibicion
superiores a 25 mm (Figura 6, C). Mientras que para las cepas gram negativas este hongo
mostro inhibicion en Escherichia coli, con un promedio de los halos de inhibicion de 27 mm
(Figura 6,B) para Proteus vulgaris con halos de 22 mm y para Salmonella typhimurium con
halos de 26,6 mm de didmetro (Tabla 5, Figura 6,D).
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Figura 5: Diametro de lo halos de inhibicién (barras) generados por Trichcoderma asperellum como
antagonismo positivo sobre las bacterias Escherichia coli (A), Proteus vulgaris (B), Staphylococcus
aureus (C) y Salmonella typhimurium (D).

Fuente: Autora

Otras cepas resultaron ser menos eficientes mostrando solamente resistencia sobre las
bacterias evaluadas y después del segundo o tercer dia fueron colonizadas totalmente por la
bacteria (Tabla 2).

3.3. Concentracion minima inhibitoria (CMI).

Los extractos obtenidos a partir de los cultivos que resultaron positivos en medio solido
presentaron caracteristicas similares como la coloracién tanto en medio sélido como en liquido.
Ambos extractos se probaron separadamente sobre los cultivos bacterianos sin observarse un

gran efecto inhibidor.

Para poder definir la potencialidad de los extractos T. viride y T. asperellum tomamos como
referencia a Holetz et al. (2002), quien establece valores y clasifica la actividad antibacteriana: >
1000 pg/mL “inactiva”, 500 a 1000 ug/mL “débil”, 100 a 500 ug/ml “moderada”, y < 100 ug/mL
“‘buena”.

En la Tabla 6, se muestran los valores obtenidos de CMI para los extractos seleccionados. En
los cuales Trichoderma viride fue “inactiva” para Klebsiella pneumoniae, y Proteus vulgaris
(Gram Negativas), donde la CMI fue >2000 pg/ml. Por otro lado Trichoderma asperellum exhibio
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la mas baja concentracion “débil” con 312 ug/ml para Staphylococcus aureus, mientras que para

Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae y Proteus vulgaris fue “inactiva” con valores de

1000 pg/ml y > 2000 pug/ml respectivamente.

Tabla 5. Concentracion Minima Inhibitoria de los diferentes extractos de Trichoderma spp. frente a siete
especies de bacterias de interés clinico.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
Bacterias Pat6genas

Gram Positivas Gram Negativas
EXTRACTOS  Enterococcus  Staphylococcus  Escherichia Klebsiella Proteus  Pseudomona  Salmonella
faecalis aureus coli pneumoniae vulgaris aeruginosa  typhimurium
Trichoderma
viride 5000 NA
(UTPL(CF)-9) NA NA NA 2500 pg/ml ug/ml NA
Trichoderma
asperellum 1000 pg/ml 312 pg /ml NA 2500 pg/ml 5000 NA NA
(UTPL(CF)- pg/ml
80)
NA: No activo

Fuente: Autora
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CAPITULO IV

DISCUSION
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La diversidad de hongos en el Ecuador es aun poco bioprospectada (Rundell et al., 2015).
Segun Guigébn et al. (2010) la ubicacion taxondmica de las cepas es clave para investigaciones
donde se evalla actividad biolégica puesto que se puede determinar con mayor exactitud los
mecanismos de accibn que tiene cada organismo.Nuestro estudio deja 11 cepas
morfolégicamente identificadas dentro de los géneros Clonostachys, una especie para
Fusarium, tres especies, Pestalotiopsis, una especie, Trichoderma, cinco especies y Xylaria una
especie. , donde todas estas generaron estados asexuales lo cual es muy comun, en especial
en ascomycetes, puesto que in vitro no cumplen con ciertas condiciones para realizar una

reproduccion sexual (Cepero et al., 2012, Deacon, 2006).

Uno de los géneros con mas especies identificadas fue Trichoderma, el cual es un estado
asexual perteneciente a Hypocreales cuyo teleomorfo es Hypocrea (Kullnig et al., 2002). Sus
aplicaciones en bioprospeccién evaluadas en varios estudios son importantes ya que han sido
utilizados como productores de enzimas industriales y agentes de biocontrol contra patégenos
(hongos, bacterias) (Ahmed et al.,, 2009, Martinez et al., 2009, Richter et al., 1999). Otros
hongos como Fusarium, son generalmente reportados como patbégenos altamente peligrosos
para cultivos y el ser humano, ademas desarrolla mecanismos de resistencia a quimicos
(Gilmore et al, 2009, Ma et al., 2013, Ye et al.,2004). Clonostachys ha demostrado ser
controlador de patégenos en plantas (Shrestha, 2012, Cota et al., 2008, Jensen et al., 2004).
Xylaria también encontrado en nuestro estudio, no tiene registro como antagonista segun la
bibliografia revisada (Persoh et al., 2009, Rogers et al., 2005). Los hallazgos de diferentes
morfotipos sugieren la presencia de varias especies dentro de estos géneros, lo cual demuestra

gue Ecuador es un pais prometedor en diversidad de hongos posibles para bioprospeccion.

Es importante resaltar que la gran mayoria de las cepas evaluadas no presentaron estructuras
morfoldgicas definitorias por lo que no pueden ser identificadas morfolégicamente a nivel de
especie dentro de los cinco géneros respectivamente, esto debido a que poseen descripciones

vagas y ambiguas (Gilmore et al, 2009, Persoh et al., 2009, Jeewon et al., 2004, Meyer, 1991).

Tres de nuestras cepas (UTPL(CF)-46, 82,124) no generaron estructuras asexuales como
conidias, clamidospora o estados sexuales como ascas, manteniéndose Unicamente como
micelio estéril (Tabla 4). Muchas cepas in-vivo no esporulan por falta de nutrientes y
desadaptacion al medio, por lo cual sus estructuras reproductivas asexuales no pueden ser
observadas impidiendo su identificacion (Prada et al., 2009). Dos de las especies de
Trichoderma (T. viride y T. asperellum) fueron descritas a detalle (ver descripciéon) donde se

reconoce sus estructuras como conidioforos ramificados, conidias y clamidosporas redondas,

29



las cuales son caracteristicas principales de estas especies (Shahid et al., 2014, Lieckfeldt et
al., 1999 , Samuels, et al., 1999).

La taxonomia clasica o molecular utilizadas por separado pueden aportar resultados ambiguos
a la hora de determinar o describir especies (Jayasirii et al., 2015). Por ende se recomienda la
combinacién de caracteristicas morfolégicas correlacionando con analisis filogenéticos que

ayuden a unificar la identificacion de la especie (Druzhinina & Kubicek, 2005).

El NCBI, (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) posee un gran nimero de secuencias con nombres

dados especialmente para ascomycetes y sus regionoes ITS y LSU. Molecularmente se
obtuvieron 12 secuencias para 11 cepas , las cuales al compararlas en BLAST nos permiten
corroborar que nuestras definiciones morfol6gicas son equivalentes a nivel de género, y a nivel
de especie para algunos morfotipos No se pudo obtener productos de PCR de tres cepas
(UTPL(CF)-7, 47 y 89), o0 si se obtenian, sus secuencias poseian mucho ruido. Ya es conocido
gue varios factores pueden afectar negativamente los productos de PCR, como por ejemplo
puede haber contaminacion con ADN extrafios, manipulacion errénea (Castillo et al., 2016).

Los dos arboles filogenéticos ITS-5.8S y LSU nos permitieron identificar siete géneros:
Clonostachys, Fusarium, Pestalotiopsis, Tolypocladium, Trichoderma, Sarocladium y Xylaria. Se
registraron dos especies (T. viride, T. asperellum).Los resultados para ITS demuestran que este
marcador muchas veces es bueno para hongos, lo que lo corrobora como el barcode universal
de hongos (Schoch et al. 2012) y por otro lado LSU es otro marcador filogenético favorito entre
algunos micélogos (Inglis & Tigano, 2006). Ambos marcadores son frecuentemente aplicados
para identificar ascomycetes (Nilsson et al., 2009). Para Schoch et al. (2012) ITS permite una
mayor discriminacion de especies obteniendo un agrupamiento correcto de los grupos
filogenéticos. Sin embargo no es aplicable para todos los grupos de hongos como por ejemplo
Xylaria (Krtger, et al., 2009, Lee et al., 2000) por lo que se deberia corroborar nuestros datos
con otros marcadores como B-Tubulina el cual es recomendado para algunos ascomycetes
(Proafio et al., 2014). Basandose en su rendimiento, LSU posee un rango mas restringido para
reconocer especies (Schochet al., 2012). Algunas de nuestras secuencias no se pudo verificar
su similitud con las almacenadas en la base de datos del NCBI. Nilsson et al. (2006) argumenta
que hay un amplio nimero de secuencias que no estan inventariadas en el NCBI y por otro lado

pueden corresponder a secuencias erroneas.

Nuestros resultados filogenéticos sugieren tres 6rdenes dentro de ascomycetes los cuales se

los ha reportado comunes y con grandes potencialidades biol6gicas. El orden mas diverso fue
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Hypocreales con tres géneros, y dentro del género Trichoderma con al menos cuatro especies.
Trichoderma contiene especies cosmopolitas que habitan en el suelo, en la madera en
descomposicibn o como contaminantes (Harman et al., 2004). Sus aplicaciones en
bioprospeccién son importantes ya que pueden ser productores de enzimas industriales,
antibidticos o agentes de biocontrol contra patégenos de plantas, hongos y bacterias (Ahmed et
al., 2009, Martinez et al., 2009, Richter et al., 1999), convirtiéndoles en un gran atractivo a nivel

académico e industrial (Kullnig et al., 2002).

Se realizaron pruebas antagonicas la cuales determinan que cepa fungica es antagonista frente
a bacterias Gram Positivas y Gram negativas. Se define como antagonismo a la inhibicion,
deterioro o muerte de alguna especie de microorganismos por la accién de otra (Pérez et al.,
2014). Varios hongos no presentaron antagonismo (UTPL(CF)-44, 46, 47, 72, 81, 82, 83, 85, 86,
89, 92, 124, 337, 252, 290) y dos por el mecanismo de competencia resultaron positivos T.
viride, T. asperellum, con halos buenos de inhibicién. T. viride ha sido documentado como
controlador biolégico de otros organismos, especialmente de hongos. Ademas genera enzimas
liticas y/o antibiéticos (Neethu et al., 2012, Hermosa et al., 2000). Spasova et al., (2011), Dean
& Anderson (1991) & Kusakab et al., (1980) atribuyen este potencial antagdnico a la produccién
de una gran variedad de enzimas, como celulosa, xilanasa, L-lisina alfa-oxidasa y endoxilanasa,
que pueden estar causando inhibicibn. De igual forma, la produccion de compuestos
(metabolitos secundarios) que se difunden por el medio pueden causar la ausencia de contacto
fisico entre la bacteria y el hongo (Vinale et al., 2008). En nuestro estudio T. viride no mostrd en
todos las cepas bacterianas su capacidad antagonica. Esto puede deberse a las condiciones de
cultivo, pues Neethu et al. (2012) indica que la falta de azucares y polisacéaridos afectan a la
produccion de metabolitos secundarios en T. viride. Sin embargo Vinale et al. (2008) sefiala que
este hongo tiene mayor potencial como controlador bioldgico de hongos patégenos que como
antagonista de bacterias, y asi lo demuestran varios autores (Mishra et al., 2011, Tapwal et al.,
2011, Morsy et al., 2009, Soytong et al., 2005, Manjula et al., 2004).

Por otra parte T. asperellum ya se ha reportado como agente de control biolégico contra un
amplio espectro de plantas, hongos, nematodos y bacterias (Hernadndez et al., 2014, Yedidia et
al., 2003, Cotxarrera et al.,, 2002). Se ha demostrado su capacidad antibacteriana contra
Bacillus subtilis, Bacillus coagulans, Echericha coli, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhi y Staphylococcus aureus (Sadykova et al., 2015, Prasad et al.,
2014, Gholami- et al., 2013). Dentro de estos estudios se puede mencionar que compuestos

como peptaiboles trichotoxin son los responsables de mostrar actividad antimicrobiana,
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producido generalmente dentro de este género (Chutrakul et al., 2008). Las cepas en las que
fue mas sobresaliente la inhibicién de T. asperellum fue Staphylococcus aureus y Salmonella
typhimurium, lo que se puede atribuir a la morfologia y metabolismo que posee cada bacteria

para combatir a los antibiéticos u otro organismo (Fernandez et al., 2003).

Los resultados del andlisis de CMI demostraron que existe un evidente efecto antimicrobiano de
los extractos de T. viride y T. asperellum sobre algunas de las bacterias evaluadas.
Determinando que el extracto de T. viride fue “inactiva” contra Klebsiella pneumoniae y Proteus
vulgaris. La incapacidad de inhibir de T. viride se relaciona probablemente con el
desconocimiento de la concentracion de las moléculas bioactivas en los extractos (Almaraz et
al., 2012). En cambio, T. asperellum contra Staphylococcus aureus fue “débil” y para Klebsiella
pneumoniae, Enterococcus faecalis y Proteus vulgaris fue “inactiva”. Estos datos son similares a
los encontrados por Sadykova et al. (2015), el cual hall6 inhibicion en medios sembrados con
varias bacterias entre ellas Staphylococcus aureus, sin embargo su inhibicién era mayor que el
encontrado en el presente estudio. Esta propiedad fue atribuida a los compuestos (metabolitos
secundarios) que secreta el hongo, pues los autores destacaron que estos compuestos

irrumpen en el crecimiento de la bacteria permitiendo su inhibicion.

Finalmente la diversidad fungica que se encuentra en Ecuador es abundante y puede aplicarse
en distintos estudios de bioprospeccion. Nuestros datos demuestra el gran potencial que tienen
los hongos especialmente los del género Trichoderma, pues se ha evidenciado como
productores de metabolitos, enzimas y controladores de varios patdgenos. Nuestros extractos
no son la mejor alternativa para el tratamiento de enfermedades producidas por estas bacterias
para el ser humano, puesto que la cantidad que se necesita del hongo para que sea efectivo
contra la bacteria es demasiado alto y ademas no es eficaz en todas las cepas bacterianas. Sin
embargo, no se descarta la posibilidad de que un espécimen cercano pueda tener mejores
espectros de inhibicién o que estas cepas puedan inhibir otras bacterias. Adicionalmente, estos
hongos podrian utilizarse en otros analisis de prospeccion como por ejemplo biorremediacion
(micorremediacion) o en la industria, pues los hongos tienen una amplia variedad de

aplicaciones (Aguirre et al., 2014, Argumedo et al., 2009).
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CONCLUSIONES

La integracién de datos morfo-moleculares permite una mejor identificacién de géneros y/o
especies, como se muestra en nuestros resultados, donde se determinaron 11 especies 'y

géneros como Clonostachys, Fusarium, Trichoderma, Pestalotiopsis y Xilarya.

Especies de Tricoderma se mostraron como las mas diversas y comunes en este estudio, dos
especies T. viride y T. asperellum poseen altos potenciales bioactivos frente a bacterias como
por ejemplo Escherichia coli, Proteus wvulgaris, Salmonella typhimurium y Staphylococcus

aureus.
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RECOMENDACIONES

Es importante efectuar pruebas de antagonismo rapidas (“screening”) para los hongos, puesto
que estas pruebas permiten determinar el potencial de accién de cada espécimen de manera

rapida, previo a desarrollar técnicas detalladas como la produccion de extractos.

Se recomienda ampliar estudios para Trichoderma, pues su potencial biotecnolégico se muestra
prometedor como productor de metabolitos antagdnicos de bacterias y también puede ser util
en diversos campos biotecnolégicos.
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ANEXO 1. Protocolo De Extracciéon De ADN: DNeasy® Plant Mini Kit, Qiagen:

Previo: Mantener el bloque calentador a 65°C, calentar el buffer AE a 65°C.

1. Rompa el tejido vegetal utilizando nitrégeno liquido hasta convertirlo en un fino polvo usando

micropestles.

2. Aflada 400 pLde buffer AP1 y 4 ul de RNAasa solucion stock (100 mg/ul) a un maximo de 100

Mg tejido peso humedo a 20 ug peso seco y mézclelo por vortex vigoroso.

3. Incube la mezcla por 10 min a 65 °C. Mezcle 2-3 veces durante la incubacién invirtiendo el
tubo.

4. Aifada 130 ul de buffer AP2 para lisar, mezcle e incube en hielo por 5 minutos. Opcional:

centrifugue el lisado por 5 min a méaxima velocidad.

5. Vierta el lisado en una columna lila colocada en un tubo de coleccion de 2 mL y centrifugué

por 2min a maxima velocidad.

6. Transfiera la fraccion sobrenadante del paso 5 a un nuevo tubo (no incluido) sin alterar el
pelet de células.

7. Aflada 1.5 volumenes de buffer AP3/E a producto del paso 5y mezcle por pipeteo.

8. Aplique 650 ul de la mezcla del paso 7, incluido cualquier precipitado que se pueda haber
formado, a una columna blanca colocada en un tubo de coleccién de 2 mL. Centrifugue por 1

min a 6000 g (8000 rpm) y descartar el sobrenadante.
9. Repita el paso 8 con el resto de la muestra. Descarte el sobrenadante y el tubo de coleccién.

10. Coloque la columna blanca en un nuevo tubo de coleccion y anada 500 ul de buffer AW a la

columna y centrifugue por 1 min.
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ANEXO 2. Obtencion De Extractos Fungicos
Medio liquido YNPD preparacion para 1000mL

Glucosa 10g
Extracto de malta 10g
Peptona 29
Extracto de levadura 29
KH2PO4 29
MgS04.7H20 1g
Vitamina 10 mL

Se siembra una pequefa porcién de micelio en medio YNPD en un total de tres litros, una vez
gque se ha obtenido un crecimiento total en el medio se procedio a filtrarlo al vacio para separar
el micelio y el liquido del medio, posteriormente el residuo de micelio fue puesto a secar por
aproximadamente 24 horas. Seguidamente la muestra fue sometida a un proceso de
maceraciéon con movimiento por 5 horas empleando acetona como disolvente, en una relaciéon
acetona micelo 1:1, el cual por su dureza se debié agregar cloroformo en pequefias
concentraciones. Se filtr6 nuevamente al vacio obteniendo el extracto fluido del micelio. El
liguido del medio fue macerado en constante movimiento por 10 horas, empleando acetona en
una relacion 1:1 como disolvente, luego se procedio a decantar obteniendo el extracto fluido del
medio. Estos dos extractos fluidos se mesclaron y fueron rotaevaporados a temperatura
moderada de 30-35°C para asi evitar la degradacion de compuestos termolabiles, hasta obtener

un extracto seco.

Se sembr6 una pequefa porcion de micelio en medio YNPD en un total de tres litros, una vez
que se ha obtenido un crecimiento total en el medio se procedié a filtrarlo al vacio para separar
el micelio y el liquido del medio, posteriormente el residuo de micelio fue puesto a secar por
aproximadamente 24 horas. Seguidamente la muestra fue sometida a un proceso de
maceraciéon con movimiento por 5 horas empleando acetona como disolvente, en una relacion
acetona micelo 1:1, el cual por su dureza se debi6 agregar cloroformo en pequefias
concentraciones. Se filtr6 nuevamente al vacio obteniendo el extracto fluido del micelio. El
liquido del medio fue macerado en constante movimiento por 10 horas, empleando acetona en
una relacion 1:1 como disolvente, luego se procedio a decantar obteniendo el extracto fluido del
medio. Estos dos extractos fluidos se mesclaron y fueron rotaevaporados a temperatura
moderada de 30-35°C para asi evitar la degradacion de compuestos termolabiles, hasta obtener

un extracto seco.
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ANEXO 3. Crecimiento miceliar en medio PDA, mostrando diversidad macro-

morfolégica segun la cepa.

Figura 1. A-D. Trichoderma spp. UTPL(CF)-9,80,72&92 F. Clonostachys sp. UTPL (CF)-44 G-I.
Fusarium spp. UTPL(CF)-86,81,290 J. Pestalotiopsis sp. UTPL(CF)-83 K. Xylarya sp. UTPL(CF)-
371 L. Tolypocladium sp. UTPL(CF)-46 M. Sarocladium sp. UTPL(CF)-124 N. Phoma sp.
UTPL(CF)-82 O-Q. Micelio estéril UTPL(CF)-7,47,89.
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ANEXO 4. Secuencias ITS-5.8S, obtenidas para las diferentes cepas estudiadas.

UTPL(CF)-44

TTGTCCGACACACTCCGTGCCCATGTGC--CCATACGCTATTGTTGC-
TTCGGCGGGATT—GCCCCGGGCGCCTCGTGTGCCCCGGATCAGGCGCCCGCCTAGGAACTTCA

S Nos o i [C] 1 1 i /- VS— TTATGAATCTTCTGAGTAGTTTTT—ACAAATAAATAAAAACTTTCAA
CAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTG
CAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCAT
GCCTGTCTGAGCGTCATTTCAACCCTCATGCCCCT--AGGGCGTGGTGTTGGGGA—TCGGC
CAAAGCCCGCGAG GGACGGCCGGCCCCTAAATCTAGTGGCGGACCCGTCGTGGCCTCCTCTG
CGAAGTAGT-GATAT--TCCGCATCGG--AGA-GCGACGAGCCCCTG-CCGTTAAACCCCCA
ACTTTCC--AAGGTTGACCTCAGATCAGGT

UTPL(CF)-46

TGGCTCGCGAAACACTCCAACCCCTGTG---ACATACCCGAACGTTGC
-CTCGGCGGGACC--GCCCCGG-CGCCCTCGCGGCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGACCCAA--ACTC-
TTGCTTTGAAC------enmmm- AGTGGCATACTCTCTGAGTCTCACAAACATAAATGAATCAAAAC
TTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGC
GGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCAGGGAACCCCGGGGACTGGGTGTTGGGGG—CCGGCC---
GCCC--rmmmrnev GCGCCGCCCCCGAAATGCAGTGGCGACCTCGCCGCAGCCTCCCCTGCG
TAGTAGC-ACAAC--CTCGCACCGG--AGCGCGGAGACGGTCACG-CCGTAAAACGCCCAACTTTCA--
AGAGTTGACCTCGGATCAGGT

UTPL(CF)-72
GACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAA
CCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGG--
CCCCTCCGGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGTGAGGTGCCGCCCGAGTTCCC
TGGAACGGGACGCCGCAGAGGGTGAGAGCCCCGTCTGGCTGGC-CACCGAGCCTCTGTAAAGC
TCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCAAAATGGGAGGTATATGTCTTCTAAAG
CTAAATATTGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACCTTG
AAAAGAGGGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGTGACCAGACTTGGGCG
CGGCGGATCATCCGGGGTTC-TCCCCGGTGCACTTCGCCGCGTCCAGGCCAGCATCAGTTCGT
CGCGGGGGAAAAAGGCTTCGGGAACGTGGCTCCTCC--GGGA-
GTGTTATAGCCCGOTTGCATAATACCCTGCGGTGGACTGAGGACCGCG

UTPL(CF)-80
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TGGCTGGGCGGATACAGCTCCGACCC-ATGTG-A-CGTTACCAAACTGTTGC-
CTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTAAAAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAACCA
ACCAAACTC-TTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGA
ATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTG
GCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGATCGGCGTTGGGGA
--TCGGGA---CCCCTCAC---CGGGTGCCGGCCCTGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTC
CTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGG--GAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCC
AAC-TTCTGAAATGTTGACCT

UTPL(CF)-81
GTTGCATGCGAGTTCACTCCCAACCCCTGTGACATACCTTAATAGTTGCCTCCGGCGGATCAGCCCGCGC
CCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGTAGGATCCAAACTCTTAGCTGTTATTGTAACTTCTGAG
TAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGC
AGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCC
CCGGGTTTGGTGTTGGGGATCGGCAAGCCTTCTGGCGAGCCGCCCCCTAAATCTAGTGGC
GGTCTCACTGCAGCCTCCATTGCGTAGTAGCTAACACCTCGCAGCTGGAACGCGGTGCGGCCATG
CCGTTAAACCCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCACGTAAGAATAACCGCTGAACTTAAGCA
TATCAGTAACCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCTATTAACGGCGAGTGAAG
CGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCTCTCGGGACCGAATTGTAATTTGTAGAGGATACTTTTG
ATGCGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGGCAAGCCGTAAACGGCGACA
GCCTGGACGGGGTGGATGCACCATCTCTGTATAGATCCTTCGGCGAGTCGAGAAGCTTGGC
AATGCTGCTCTCCATGGGAGGTATATGTCTTCTTGAGCTAAATACTCGGCCAGAGA
CCGACCGCCGCACAACTAGAGTGGTCGAATGGATGATCAGCACATTCGAATGAGA
CAGTTGAAATTGTACAGTGTCACTTGTACGTAATCGCATGCGTGCTGCGACCCGGAC
TTCGGACGTCGGGAAACTCAAACAAGCGAGTTCGTCGCAAGTTGTACTATTTTACATTGTCAAGGTC
TTTCGTCCTAAAATTCCACAGTATCCAACAAAGAGGATTAAGAGGCCTGGAGGGCACACCCGGCG
CGCGAAATTGCACGTATATATACGAAGCTGAACACGTCCCAGAAGCAAGCATTTAGGTAGGAA
TAATTGAAGAAGAGTCGGCAGGATCGGGTTGAGTGGAACAAGGCGCGAAAACAGAAAGGCAATT
ATACACATCCCATCCGAAAATATTCGTAAACACACCAAGTAAATAAAACGAAGGGGAAATTCTATTCACCGGA
GGATTTTTCAAATGACTTCATACAACCCCCACTTGGGGTACAAAAGTAACTTTCAAAAAAAGGGTTTCCTC
CCCGCCGGGAAAAATCAATTCCTTCGTTCCCCGGGGGATTATAATAACTGGTGGGATATTGGTTTCCGGTCCC
TAGAAAAGGTATAATTCTCTAATACTCCCTTTGGGGCCTTGGTTTTATTTTTAGGGGGTTAAAAAC
CATTTTCCCCCAGGAAAAGGGTTTAAAAAAAAAAACCAAAAAAAACCCCTGGAAATTTTTCTAAAAATTT
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TCCAAATAAAAAAACCTTTTTTTTTTTCAACCCCAAAAAAGGGGGGGCAAAAAAACCCTCTTTTTTAGGGGG
GAGGGTTTTTTTCCCCCCTTTGGGGGGGCCCCCTTCCCCCAAAATTTTTTTAAAAAATAAAAAAAAAAAA
GGCCCCCCATCCCCTAAAAAATATTGGGGTCCTCCCTTAATAATTTAATTTAATTTTAATTTTATGT
GGGTGGGTTGGAAATAATTTTTGGGGCAAGGAAAAATTTATTTTTCCCCAGCGGGTTGGGGGGAAAAACCAA
CCCACACCCCCAAAAAACCCTCAATAAAAAATCCAAAAAACCAATACTCATAATAAAAAGGA

UTPL(CF)-82

CTCCCAAACCCATGTGA--ACATAC-CTATTGTTGC
-TTCGGCGGGATT--GCCCCGGGCGCCTCGTGTGCCCCGGATCAGGCGCCCGCCTAGGAACTTTA-
-—-ACTC-TTGTTTTA-------=-m=mmmm-- TTTTGAATCTTCTGAGTAGTTTTT—ACAAATAAATAA
AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT
TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTC
TGAGCGTCATTTCAACCCTCATGCCCCT---AGGGCGTGGTGTTGGGGA--TCGGCCAAAGCCCGCGAG--
GGACGGCCGGCCCCTAAATCTAGTGGCGGACCCGTCGTGGCCTCCTCTGCGAAGTAGT-GATAT--
TCCGCATCGG--AGA-GCGACGAGCCCCTG-CCGTTAAACCCCCAACTTTCT-AAGGTTGACCTCAGATCAGGT

UTPL(CF)-83
ATTTGTTGGGATACTACTCCACCCATGTGACTTACCTTTTGTTGCO-
CTCGGCAGAAGT----mmemmemmee TATAGGTCTTCTTATAGCTGCTGCCGGTGGACCATT--AAACTC-TTGTTA-------
------------ TTTTATGTAATCTGAGCGTCTTAT—TTTAATAAGTCAAAACTTTCAACAACGGA
TCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG
AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGG CATGCCTGTTCGAG
CGTCATTTCAACCCTTAAGCCT------AGCTTAGTGTTGGGAA--TCTACT---TCTCTTAG---
GAGTTGTAGTTCCTGAAATACAACGGCGGATTTGTAGTATCCTCT-GAGCGTAGTAATTTTTTT--
CTCGCTTTTGTTAGGTGCTATAACTCCCAG-CCGCTAAACCCCCAATTTTTT—GTGGTTGACCTC
GGATCAGGT

UTPL(CF)-85

------------------ AGAGGGATGATCTGTGG---TCGACAACTCCACC---ATGTG-A-CGTTACCAAACTGTTGC
-CTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAG
GAACCAACCAAACTC-TTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATT--
CAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTA
TTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGATCGGC
GTTGGGGA--TCGGGA---CCCCTCACA CGGGTGCCGGCCCCTAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGC
AGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCAC
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UTPL(CF)-86

TTGCACGTCGAGTTCACTCCCAACCCCTGTG---ACATACCTTA
ATGTTGC-CTCGGCGGATCA--GCCCGCG----CCCGGTAAAACGGGAC--—-GGCCCGCCAGAGGATCCAA----
J.Yo3 ol i {c oy pN—— GTTATTGTAACTTCTGAGTAAAACAA—
ACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAAT
GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCG
CCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCCC---
GGGTTTGGTGTTGGGGA--TCGG--CAAGCCTTCTGG----CGAGCCGCCCCCTAAATCTAGTGG
CGGTCTCACTGCAGCCTCCATTGCGTAGTAGCTAACAC--CTCGCAACTG—GAACGCGGT
GCGGCCATG-CCGTTAAACCCCCAACTTCTG--AATGOTTGACCTCGGATCAGGTO

UTPL(CF)-92

GGTACAGCGCCTCGGCTACTCCAACCC-ATGTG-A-CCATACCAA
ACTGTTGC-CTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGG
AGGGACCAGCCAAACTC-TTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTTATTT-TTACAGCTCTGAGCAAAAATT--
CAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCC
TCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGACTTCGGGA---ACCCCTAAGACGGGATCCCGGCCCCGAAATA
CAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCATGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGG—GAGCG
CGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAAC-TTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGT

UTPL(CF)290
GCTGTCGATAGTCTTGTCACTGACCACCTCCTTGAAGCTGCGTCCGCGGAGCACCCCGGTCCGGTATGCGG
CACGCCCTGGGGAGGATCCCAACTCTTGCTGTTATTGTAACTTCGGACTAAAACAAA
CAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCTATGAACAACGCATCACAATG
CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAATGAATCATCAAATCTTTGAACGCACATTGCTCCCG
CCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCCAGCGTCATTTCCACCCTCGGGCCCCCG
GGTTTGATGGTGATATTGACGGTTAAGTGTGGGATGTTCCCAGTCGTGATTTATTTGAGGGGTTG
TCCCCCCTTTGAGTTGCAGAGTTAGCTCACTGAATAGACGCATCTTCTCCTTTTCCCCGCTATGCTTGGAT
CTATCCCCAGCGGTTAACTTCGCGAATTTTCGCGGTTGACTTAGAATCGGCTCAGGTACAC
ACAGTTTATTGAAGCATCTTAGTCTGCAAAGGAAAAGAACTAACAGGGATATCCTATAGGATATAGTG
AATCGTCAACAGATTACATTTGATATCAGATCCTCGGGTTCAGTTGATTTGTTTTAGGATGTTTTTGATGA
CGGTGCATTCCTAG
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ANEXO 5. Secuencias LSU (D1/D2), obtenidas para las diferentes cepas
estudiadas.

UTPL(CF)-9
GACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAA
CCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAA
TCTGG--CCCCTCCGGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGTGAGGTGCC
GCCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCGCAGAGGGTGAGAGCCCCGTCTGGCTGGC-CACCGAG
CCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCAAAATGGGAGGTA
TATGTCTTCTAAAGCTAAATATTGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGA
TGAAAAGCACCTTGAAAAGAGGGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAA
GCGCTTGTGACCAGACTTGGGCGCGGCGGATCATCCGGGGTTC-TCCCCGGTGCACTTCGCC
GCGTCCAGGCCAGCATCAGTTCGTCGCGGGGGAAAAAGGCTTCGGGAACGTGGCT
CCTCC—GGGAGTGTTATAGCCCGTTGCATAATACCCTGCGGTGGACTGAGGACCGC?

UTPL(CF)-72
GACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAA
CCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGG--
CCCCTCCGGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGTGAGGTGCCGCCCGAGTTCCC
TGGAACGGGACGCCGCAGAGGGTGAGAGCCCCGTCTGGCTGGC-CACCGAG
CCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCAAAATGGGAGGTATA
TGTCTTCTAAAGCTAAATATTGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATG
AAAAGCACCTTGAAAAGAGGGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGT
GACCAGACTTGGGCGCGGCGGATCATCCGGGGTTC-TCCCCGGTGCACTTCGCCGCGTCCAG
GCCAGCATCAGTTCGTCGCGGGGGAAAAAGGCTTCGGGAACGTGGCTCCTCC--GGGA-GT
GTTATAGCCCGTTGCATAATACCCTGCGGTGGACTGAGGACCGCG

UTPL(CF)-124
GACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG
AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAAT
CTGG--CCGC--AAGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGCGAGGTGCCTTC
CGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTACGGTAGGACCACCAAG
CCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGGGAGGT
GTACGTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGA
AAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGGGTTAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGC
ATTCATGACCAGACTTGGGCTTGGTTGAACATCCGGCGTTC-TCGCCGGTGCACTCTGCC
A-GTCCAGGCCAGCATCAGTTTGCCCCGGGGGATAAAGGCGGCGGGAATGTGGCTCCCTT
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CGGGGA-GTGTTATAGCCCGUOTCGTGTAATGCCCTGGGGCGGACTGAGGAACGCG

UTPL(CF)-337

AACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGG--
CCCTC-GGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGCGCGGTGCCTTCCGAGT
TCCCTGGAACGGGACGCCTTAGAGGGTGAGAGCCCCGTATGGTCGGA-
CACCAAGCCTCTGTATAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGGGA
GGTAAATTTCTTCTAAAGCTAAATATTGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAG
ATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGGGTTAAATAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGTTTACGA
CCAGACCTTCTCCCGGCGGATCATCCGGTGTTC-TCACCGGTGCACTTCGCCGGGTCTAGGCCA
GCATCGGTTTTCGCGGGGGGATAAAAGCTCTGGGAACGTAGCTCCTCC--GGGA-
GTGTTATAGCCCTCTGCATAATACCGCCGCGGGGACCGAGGACCGCG

51



