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RESUMEN

Los hongos filamentosos son organismos frecuentemente utilizados en el desarrollo de alternativas para resolver desafios
en diferentes sectores productivos. Igualmente, representan una oportunidad competitiva de valor econémico en sectores
como el agricola, alimenticio y farmacéutico como también en el industrial y de biocombustibles. Dando continuidad a
investigaciones previas de la Universidad Francisco de Paula Santander (UFPS), se analizaron 25 muestras del banco de
cepas para caracterizacion molecular e identificacién taxondmica. Se obtuvo ADN de cada cepa con la técnica fenol-clo-
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roformo. Mediante las técnicas de PCR y de iniciadores de espaciadores inter-
nos de transcrito (ETS) primer 4 y 5, se obtuvieron los amplicones que fueron
secuenciados. Se identificaron cepas de los ordenes Hypocreales, Eurotiales,
Pleosporales y Saccharomycetales con ejemplares de géneros como el Asper-
gillus, Curvularia; Purpureocillium, Penicillium y Trichoderma entre otros. Los
hallazgos se exhiben en el cladograma evidenciando la proximidad filogenética
como también relacionando los potenciales biotecnolégicos para el desarrollo
de bio insumos, productos farmacéuticos y biocatalizadores. Gracias al estudio
y revision en bases de datos se logré avanzar en la descripcién de las capacida-
des bioldgicas de estos hongos hacia el desarrollo de productos o servicios con
base biotecnolégica y enfoque de investigacion en fitopatologia.

ABSTRACT

Filamentous fungi are organisms frequently used to develop alternatives to
solve challenges in different productive representing a competitive opportu-
nity with economic value in the agriculture, food and pharmaceutical, as well
as industrial and biofuels sector Continuing previous research at Universidad
Francisco de Paula Santander (UFPS), 25 samples from the strain bank were
used for molecular characterization and taxonomic identification. DNA from
each strain was obtained under the phenol-chloroform procedure, then, using
PCR technique and internal transcript spacer (ITS) primer 4 and 5, amplicons
were acquired to be sequenced. Results showed taxonomy categorizations in
4 orders Hypocreales, Eurotiales, Pleosporales y Saccharomycetales with spe-
cimens from genus like Aspergillus, Curvularia; Purpureocillium, Penicillium
y Trichoderma among others. Findings were laid into a cladogram to display
their phylogenetic proximity, and connecting their biotechnological potential
towards developing bio-materials, pharmaceutical products and bio-catalysts.
Thanks to present study and data base review, it was possible to advance into
describing the biological capabilities of these fungi towards developing biotech-
nological products and services with an approach in phytopathology research.

INTRODUCCION

Los hongos filamentosos o mohos se caracterizan por tener un soma vege-
tativo (talo) similar alas plantas, filamentos microscépicos continuos méas o
menos alargados y ramificados con paredes celulares definidas, la mayoria,
constituidas por quitina, dispuestas en microfibrillas como la celulosa, ademas
de otros polisacaridos como mananos, galactanos y quitosan reemplazan
ala quitina en algunos grupos, con una la pared celular formada por car-
bohidratos (80-90 %), y son las proteinas, los lipidos, polifosfatos e iones
inorganicos el material cementante (Estrada et al., 2019).

Muchos hongos son beneficiosos, al degradar la materia organica compleja
convirtiéndola a formas quimicas simples que pasan aformar parte del suelo,
absorbidas por otras generaciones de plantas, encargandose de la fertilidad
de la tierra. Pese a los perjuicios que pueden causar estos organismos a
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otros seres vivos, incluyendo a humanos, son un grupo de organismos muy importantes y exitosos desde el punto
de vista evolutivo trascendental parala vida en el planeta (Tellez et al., 2017; Mancillaetal., 2021).

Otros hongos filamentosos tienen potencial de aplicacién biotecnolégica en diferentes sectores productivos
debido a su capacidad para producir antioxidantes (Smith et al., 2015), 4cidos grasos polinsaturados, enzimas
industriales, antibidticos, productos fermentados (Wakai et al., 2017), pigmentos que se utilizan en alimentos
(Dufossé et al., 2014), antifuingicos, agentes hipolipidémico e inmunosupresores (Alberti et al., 2017), y debido
a su capacidad metabdlica y mecanica diferentes especies de mohos se utilizan para el desarrollo de biofer-
tilizantes, biopesticidas y acondicionadores bioldgicos (Tellez et al., 2017). También, la necesidad de afianzar
el crecimiento de los sistemas productivos agricolas ha creado alterativas permitiendo avanzar y superar las
deficiencias en procesos como la nutricion vegetal a partir del uso de fertilizantes de sintesis. Asi, ha surgido la
agricultura organica como una tecnologia eficaz, respetuosa del medio ambiente, econémicay factible de desa-
rrollar, incluyendo la produccién y uso de fertilizantes de origen microbiolégico a partir de residuos agropecua-
rios para nutrir plantas, controlar plagas y enfermedades de plantas, e influir positivamente en las propiedades
fisicoquimicas del suelo (Rojas, 2020).

Definir laidentidad de las cepas es una fase insustituible en lainvestigacion de cualquier agente biolégicoy la se-
leccion de las herramientas y mecanismo de identificacion constituyen la confiabilidad de la informacién. El uso
de la técnica de la Reaccion de la Cadena de la Polimerasa (PCR) como mecanismo de identificacion molecular
se precisa debido a la fiabilidad y practicidad de la técnica para amplificar segmentos de ADN asistido por ceba-
dores como los Espaciadores internos de transcrito (ITS) que conforman la region ITS que se caracteriza por ser
altamente repetitiva dentro del ADNTr, poseer regiones conservadas, tener evolucién relativamente lenta, pero
a su vez, contener regiones menos conservadas, propiedades otorgadas por ITS2,5.8 Se ITS1 respectivamente
(Froeschke at al., 2014); dichas caracteristicas hacen de la region ITS un segmento significativamente de interés
para estudios en taxonomia, incluso el espaciador interno de transcrito ha llegado a ser denominado por un gru-
po de micélogos como el marcador de barra para identificaciéon de taxones y constituye uno de los mecanismos
mas confiables para determinar la identidad de mohos a nivel de especie (Bellemain et al., 2010).

Esta investigaciéon determiné un mecanismo de identificacién molecular para doce especies de hongos distri-
buidos en los géneros Trichoderma, Geotrichum, Purpureocillium, Laburnicola, Penicillium, Aspergillus, Beauveria,
Bipolaris, Curvularia, y Alternaria. Ademas, se realizé una correlacién filogenética y revision de antecedentes que
enlistan una serie de capacidades de las diferentes especies identificadas para futuras aplicaciones en diferen-
tes areas de biotecnologia. También, importante tanto para el banco de cepas como para el laboratorio de bio-
tecnologia molecular de la sede campos Eliseos de la Universidad Francisco de Paula Santander que permitira
avances en procesos de docencia e investigacion.

METODO

Esta investigacion se realizé en el Centro Experimental Campos Eliseos, de la Facultad de Ciencias Agrarias
y del Ambiente de la Universidad Francisco de Paula Santander, ubicado en el municipio de Los Patios, Norte
de Santander (Colombia) a una altura de 410 ms.n.m., y temperatura de 27 °C. Los aislamientos de los hongos
conservados fueron caracterizados y procesados en los laboratorios Banco de Cepas y Biotecnologia Molecular.
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Extraccion de ADN

Posterior al crecimiento en caldo Sabouraud, el micelio fue fraccionado con ayuda de una cuchilla de bisturi
en trozos con diametro no superior a 4 mm?, exceptuando las cepas HA002, HE004, HFO02 y HF003 a las que
el micelio se centrifugd a 5000 rpm durante 5 minutos, y se procedié utilizando los protocolos propuestos por
Suédrez (2016) y Blanco et al. (2021).

Obtencion de los amplicones

Para la obtencién de los fragmentos amplificados por medio de la PCR se utilizaron los cebadores ITS5
(5"-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3") e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") que amplificaron la region
ITS en sentido y anti-sentido respectivamente, haciendo uso del protocolo propuesto por (Suarez, 2016).

Visualizacidn y cuantificacion de los amplicones de ADN

Para la visualizaciéon de los fragmentos de ADN amplificados se realizé en gel de agarosa al 1,5 % w/v y tampdn
TBE 1X,y las electroforesis se efectud con un arranque de corrida de 120 voltios durante 5 minutos y posterior-
mente a 100 voltios durante 2 horas. Las muestras de acidos nucleicos fueron marcadas con el intercalante gel
red y revelado en el transiluminador y fotodocumentador ChemiDoc de Bio-Rad. Para la cuantificacion de ADN
se utilizo el espectrofotometro NanoDrop de Thermo scientific (Suarez, 2005).

Secuenciacion de amplicones

Los productos de PCR obtenidos de cada una de las cepas se enviaron alaempresa Isla SAS, (Corea del Sur) para
la posterior decodificacion de las secuencias amplificadas, utilizando el secuenciador 3730xI DNA Analyzer. Los
resultados fueron recibidos en formato fastay la lectura del secuenciador fue reflejado en un archivo por medio
de un cromatograma.

Identidad por homologia

A partir de las secuencias obtenidas, se realizé un andlisis utilizando la base de datos del Centro Nacional de In-
formacion Biotecnoldgica (NCBI, 2019) mediante la herramienta Targeted Loci Nucleotide BLAST que permitié
determinar la identidad de los organismos mediante la comparacion de la secuencia target (mi secuencia de in-
terés) con la base de datos especifica para secuencias curadas y remarcadas de la region espaciadora transcrita
interna (ITS). Para ello se cargd la secuencia en formato fasta en la interfaz del Blast Targeted Loci Nucleotide,
se selecciond la base de datos para ITS sin ninguna otra modificacién de parametro, y se dio la orden de cargar
el andlisis. Como resultado se obtuvo la informacion de las secuencias depositadas en la base de datos con ali-
neaciones significativas, teniendo en cuenta especialmente dos parametro para la eleccién de la identidad: el
E-value, cuyo valor debe estar préoximo a un puntaje de 0,0y laidentidad con un porcentaje del 90 al100 %.

Representacion de la relacién filogenética

Para la construccién del arbol filogenético se utilizé el software Mega 7,0; inicialmente, se realizé un alinea-
miento multiple entre todas las secuencias incluida el outgrup (E. coli), se empled el algoritmo de Muscle (Align
by Muscle) en Mega 7,0, utilizando el método de agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetic); una vez culminado el andlisis, el archivo que se genero fue guardado en formato Mega y se indicé
que no correspondia a secuencias que codifican para proteinas, a partir del archivo de alineamiento multiple se
construyd el dendrograma en la opcién phylogeny; para la reconstruccion de la filogenia se empled el método
estadistico de UPGMA, y el modelo Jukes-Cantor del software mencionado, logrando la representacién del ar-
bol inferido para la relacién filogenética de las secuencias obtenidas en este estudio (Lessick, 2016).
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RESULTADOS
Amplicones ITS mediante PCR

Con el protocolo utilizado en la PCR y con la implementacion de los cebadores ITS4 e ITS5, se obtuvieron frag-
mentos de tamafos que variaron entre 0,5 y 0,8 Kilobases (Kb) (Figura 1), permitiendo un testeo de los ampli-
cones obtenidos. A partir de este resultado se define lo que representa el fundamento de seleccién del proceso
estandar para la identificacion molecular de hongos filamentosos implementado por el Laboratorio de Biotec-
nologia Molecular de la UFPS. Ademas, seglin Gonzalez-Estrada et al. (2020), para la identificacién molecular
de Penicillium sp. fue también realizada por PCR, empleando las regiones internas transcritas ITS1-5.85-1TS2,
utilizando el par de iniciadores de secuencia ITS4/ ITS5, y los pares de base obtenidos se compararon con las
secuencias reportadas en la base de datos del banco de genes de NCBI mediante el programa BLAST; ademas,
Bejar etal. (2019), amplificaron ADN por PCR en tiempo real (qPCR), para identificar Aspergillus fumigatus.

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % w/v, de los amplicones obtenidos a partir del ADN de hongos, utilizando
ITS.M: Marcador molecular. 1, HA001; 2, HA002; 3, HA005; 4, HA006; 5, HA007; 6, HA008; 7,HD002; 8, HD008; 9, HD0O 10;
10,HDO011; 11, HEOO01; 12, HE002; 13, HEOO03; 14, HE004; 15, HF002; 16, HFO03; 17, HF020; 18, HF021; 19, HI001; 20,
HI1002; 21, HI003; 22, HI004; 23, HI005; 24, JIFO1; 25, JIFO2; control (-); control (+), Baeauveria bass.

Determinacion de identidad de hongos

Las 25 cepas se clasificaron en diez géneros identificados como Trichoderma, Geotrichum, Purpureocillum, Lubur-
nicula, Penicillum, Aspergillus, Baeuveria, Bipolaris, Curvularia y Alternaria, distribuidos en doce (12) especies, de la
siguiente manera: las cepas HAOO1, HAOO5 y HAOOQ6 corresponden a Trichoderma yunnanense; HAO02, HEOO4,
HF002 y HFO03 son Geotrichum silvicola; HAOO7, HAO08 y HEOO3 son Purpureocillium lilacinum; HD011, HI001,
HI1002, HI003, HI004 y HIO05 corresponden a Penicillium citrinum; JIFO1y JIFO2 son Alternaria destruens, la cepa
HDOO2 es Laburnicola hawksworthii; HDOO8 es Penicillium chrysogenum; HDO10 corresponde a Aspergillus fumi-
gatus; HEOO1 a Penicillium rubens; HEOO2 es Beauveria bassiana; HFO20 pertenece a Bipolaris sivanesaniana, y
para finalizar HF021 es Curvularia pisi (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Identificacion, valores de identidad y E-value de cada una de las secuencias analizadas utilizando la base de datos NCBI.

Céd Especies E value I dofn t Céd Especies vaIIEue % ldent
HAOO01 | Trichoderma yunnanense 0,0 99% HEOO04 | Geotrichum silvicola 8,00E-135 | 94%
HAO002 | Geotrichumsilvicola 5,00E-147 | 95% HF002 | Geotrichumsilvicola 4,00E-144 | 95%
HAOQOO05 | Trichoderma yunnanense 0,0 99% HFO03 | Geotrichum silvicola 3,00E-143 | 95%
HAOQ06 | Trichoderma yunnanense 0,0 99% HF020 | Bipolaris sivanesaniana 0,0 99%
HAO07 | Purpureocillium lilacinum 0,0 99% HF021 | Curvularia pisi 0,0 98%
HAOO08 | Purpureocillium lilacinum 0,0 99% HIO01 | Penicillium citrinum 0,0 99%
HDO0O02 | Laburnicola hawksworthii 8,00E-13 |92% HI002 | Penicillium citrinum 0,0 99%
HDOO08 | Penicillium chrysogenum 0,0 99% HIO03 | Penicillium citrinum 0,0 99%
HDO10 | Aspergillus fumigatus 0,0 99% HI004 | Penicillium citrinum 0,0 99%
HDO11 | Penicillium citrinum 0,0 99% HIO05 | Penicillium citrinum 0,0 99%
HEOO1 | Penicillium rubens 0,0 97% JIFO1 | Alternaria destruens 0,0 93%
HEOO2 | Beauveriabassiana 0,0 98% JIFO2 Alternaria destruens 0,0 99%
HEOO3 | Purpureocillium lilacinum 7,00E-173 | 90%

Los valores de identidad para todas las cepas superaron el 93 % y con E-value no inferior a 8x101%, segln los
andlisis realizados alas 50 secuencias utilizando la herramienta Targeted Loci Nucleotide BLAST exceptuando la
cepa HDOO2 cuyo resultado fue inconcluso en la secuencia ITS4, mientras que con el ITS5 el valor de identidad
alcanzé el 92 % relacionando la especie Laburnicola hawksworthii.

Se considera la importancia de los datos moleculares para estudios de biodiversidad y el poten-
cial de la investigacién micologica en paises como Brasil y Colombia. Para el caso de Brasil se
determind la diversidad de hongos basada en las secuencias ITS con un limite del 98 % (Menolli,
2020), mientras que en este trabajo fue del 97 al 99 %.

Aungue los niveles de identidad son significativos y, a pesar de que la regién ITS es considerada un cédigo de
barras para laidentificacion taxondmica de hongos (Melloni, 2020), el uso estandar de estos cebadores durante
la PCR puede generar sesgos, incurriendo al error en la secuencia, generando una predisposicién en la clasifica-
cion de especies dentro de las divisiones basidiomicetos y ascomicetos, dependiendo de los iniciadores utiliza-
dos (Bellemain et al., 2010). Por lo anteriormente sefialado, se sugiere evaluar otros iniciadores para comparar
los resultados y establecer un consenso mediante el andlisis de las secuencias obtenidas por Bejar et al. (2019),
logrando identificar diez cepas de Aspergillus fumigatus sensu stricto Involucradas en la aspergilosis invasiva (Al)
en el Pery, contribuyendo a explicar la resistencia al tratamiento y evidenciando la importancia del ambiente en
el incremento de los casos.

Analisis filogenético

El filo Ascomycota se caracteriza por su estructura sexual en forma de saco o asca que contienen las ascosporas
y por la conjugacién de hifas asimilativas por medio de la anastomosis, también se constituye como un grupo de
hongos numeroso con aproximadamente 114.000 especies identificadas y distribuidas en diversos ecosistemas
(Wijayawardene et al., 2021). Basados en la informacion extraida del repositorio de nomenclatura Index Fun-
gorum (http://www.indexfungorum.org/names/Names.asp) la totalidad de las cepas identificadas en el presente
estudio corresponden al filo Ascomycota, representando los subfilos Pezizomycotina y Saccharomycotina, enclaus-
trados en las clases Sordariomycetes, Eurotiomycetes, Dothideomycetes y Saccharomycetes, y asociados a los 6rde-
nes Hypocreales, Eurotiales, Pleosporales y Saccharomycetales. Las especies Trichoderma yunnanense, Purpureoci-
llum lilacinum y Beauveria bassiana son hongos que se caracterizan por su efecto antagonista y son ampliamente
utilizados para el control biolégico (Hernandez et al., 2019; Rui et al., 2020; Romero et al., 2020) y pertenecen al
orden de los Hypocreales; Aspergillus fumigatus, Penicillium chrysogenum, Penicillium Rubens y Penicillium citrinum
son especies productoras de metabolitos de uso farmacéutico y reconocidos reductores de aztcares de interés
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para la industria de los biocombustibles y hacen parte del grupo de los Eurotiales (Cabral et al., 2018; Ouephanit
etal.,2019;Linaetal., 2019; Tejasetal.,2019; Lodha et al., 2020; Huber et al., 2020; Xianchun et al., 2020; Mondal
et al., 2020); Bipolaris sivanesaniana, Laburnicola hawksworthii, Alternaria destruens y Curvularia pisi son especies
vinculadas con efectos patdgenos en diferencies especies vegetales (Manamgoda et al., 2014; Zhai et al., 2018)
y son del orden de los Pleosporales; y en el orden de los Saccharomycetales se encuentra a Geotrichum silvicola.

En cuanto al cladograma (Figura 2) se puede inferir la relacion entre los diferentes 6rdenes representado en
las bifurcaciones que constituyeron clados entre Hypocreales - Eurotiales, Hypocreales - Pleosporales, Eurotiales
- Pleosporales, Hypocreales - Eurotiales - Pleosporales - Saccharomycetales, respaldando los resultados obtenidos
por Wang et al. (2009), que sefalan la proximidad taxondmica entre los subfilos Pezizomycotina y Saccharomyco-
tina basados en estudios de filogenia y que sugiere una filiacién temprana entre los subfilos sefalados.

31 1) HADO1, Tachoderma yunnanense (NR 134419.1).
37 _|::4] HADO6. Trichoderma yunnanense (NR 134419.1).
43 ———{3) HADOS. Tnchoderma yunnanense (MR 134419.1).
—{13) HE0O03. Purpureocilium lilacinum (NR 111432 1). Hypocreales
45 40 5) HADOT. Purpureacillium lilacinum (NR 111432.1).
a7 43‘“::6] HAD08. Purpureocilium hlacinum (NR 111432.1).
{9) HDO10. Aspergillus fumnigatus (NR 121481.1). Eurotiales
49 {17) HF020. Bipolans sivanesaniana (NR 151851.1)
{7) HD0O2. Labumicola hawksworthii (NR 154127.1). Fleosporales
s ———————————{14) HEO04. Geotrichum sibicola (NR 077071.1).
Py 2) HAD02. Geotrichum silMcola (NR 077071.1) Saccharomyoetales
0 2 15) HF002. Geatrichum silvicola (NR 077071.1).
9 16) HFD03. Geotrichum sikicola (NR 0T7071.1).
{12) HEDO2. Baeuveria bassiana (NR 111594.1). Hypocreales
15 24) JIFO1. Alternaria destruens (NR 137143.1).
“ 42 4‘:25) JIFD2. Alternaria destruens (NR 137143.1) Pleosporales
——{18) HF021. Curwilaria pisi (NR 152502.1).
ry 13 I—(SJ HDO0O08. Penicillium chrysogenum (NR 077145.1).
- |—(11) HEOO1. Penicillium rubens (NR 111815.1).
a1 {22) HIDO4. Penicillum citinum (NR 121224 1).
m {10) HDO11. Penicillium citrinum (NR 121224.1). Eurotiales
3 {23) HIDDS. Penicillium citrinum (NR 121224.1).
3 19) HID01. Penicillium citrinum (NR 121224.1).
28 20) HI003. Penicillum citnnum (NR. 121224.1).
27 21) HI003. Penicillium citiinum (NR 121224.1).(2)
{26) Outgrup

Figura 2. Cladrograma. Representacion de la proximidad filogenética de las secuencias amplificadas de la region ITS de las
especies identificadas.

A manera de unadescripcion textual de los resultados representados en el cladograma, se sefiala lo siguiente: el
arbol se dividié en dos grandes ramas que corresponden a los nodos 25 y 50, el nodo 25 se ubicé el grupo exter-
no (outgrup) que se selecciond de una secuencia de E. coli, mientras que en el nodo 50 se genero la especiacion
de las 25 cepas identificadas. Del nodo 50 se ramificaron dos nodos superiores, el 49 y el 46: en el nodo 46 se
produjo una bifurcacién resultando los nodos 47 y 48, en el nodo 47 se presentd una especiacion directa en el
taxén Bipolaris sivanesaniana (nodo 17) y se generé el nodo 45 el cual también se bifurcé en dos clados repre-
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sentados en los nodos 43y 9 en los que se ubicaron el orden de los Hypocreales y Eurotiales respectivamente;
de los Hypocreales surgid la especiacion de Trichoderma yunnanense (nodo 37) y Purpureocillum lilacinum (nodo
40)y en el nodo 9 se ubico Aspergillus fumigatus, el nodo 48 se ramificé en los nodos 7 y 35 ubicando las especies
Laburnicola hawksworthii y Geotrichum silvicola, respectivamente. El nodo superior 46 se ramificé en los nodos
12y 44, en el nodo 12 se encontro el taxdn Baeuveria bassiana que pertenece al orden de los Hypocreales, mien-
tras que en el nodo 44 se formaron dos clados que corresponden a los nodos 42y 41, en el nodo 42 se ubicaron
especies del orden de los Pleosporales pero de los géneros Curvularia y Alternaria, y en el nodo 41 se agrupo el
clado que corresponde al orden de los Eurotiales que pertenecen al género Penicillum; a su vez, en el nodo 42
se manifiestd la especiacion de Curvularia pisi (nodo 18), y Alternaria destruens (nodos 24 y 25). Curvularia, tra-
dicionalmente ubicada en el género Bipolaris, fue recientemente reclasificada en Curvularia, con base a analisis
filogenéticos, incluyendo a B. australiensis, B. hawaiiensis y B. spicifera (Madrid et al., 2019).

Umana et al. (2019), mediante un estudio de distancias génicas utilizando intermicrosatélites (ISSR), identifico
distanciamiento entre cepas de la misma especie, lo que concuerda con lo hallad en esta investigacion, pero difi-
riendo en el método utilizando e identificando diferentes especies. Para el caso de la especie Geotrichumssilvicola,
las cepas HF002 y HFOO3 demuestran mayor proximidad en comparacion con las cepas HA002 y HEOO4; para
la especie Trichoderma yunnanense se evidencio que las cepas HAOO1 y HAOO6 tienen mayor grado de parentes-
co en comparacion con la cepa HA0O5; caso similar sucedié con la especie Purpureocillum lilacinum que reflejé
un mayor grado de semejanza entre las cepas HAOO7 y HAOO8 comparada con la cepa HEOO3; para el género
Penicillumi que presenté variedad de especies identificadas, se evidencia que las especie Penicillum chrysogenum
y Penicillum rubens tienen mayor grado de parentesco al agruparse en el mismo nodo, mientras que Penicillum
citrum mantuvo un mayor grado de semejanza con los de su misma especie, lo que evidencia que las variaciones
genéticas entre aislamientos no dependen de las distancias geograficas (Umanaet al., 2019).

Potencial biotecnolégico de los hongos identificados

Se realizé una recopilacién bibliografica en la que se describieron las capacidades reportadas por otros autores
acerca de cada género y especie de los hongos que se identificaron en esta investigacion, buscando el potencial
de las cepas para futuras aplicaciones.

Trichoderma es importante por su capacidad de adaptacién y produccion de metabolitos, como enzimas, com-
puestos promotores de crecimiento vegetal y compuestos volatiles, entre otros, de interés biotecnolégicoy am-
biental. Este género es utilizado como agente de biocontrol contra hongos fitopatégenos debido a sus multiples
mecanismos de accion, destacando la antibiosis, el micoparasitismo, la competencia por espacio y nutrientes,
y la produccion de metabolitos secundarios. Varias especies de Trichoderma se han utilizado en sistemas aco-
plados de fermentacion en sustratos sélidos o cultivos sumergidos, para generar energias alternativas como
etanol. Los biorreactores como sistema de fermentacién optimizan las condiciones del cultivo para favorecer la
generacion de biomasa y metabolitos (Hernandez et al., 2019).

Purpureocillum lilacinum favorece el crecimiento, el contenido de clorofilay controla fitopatégenos como Botrytis
gue causan enfermedades del moho gris en una gran variedad de frutas y verduras, y la pudricion blanday tizén
foliar en la zanahoria (Rui et al., 2020). P. lilacinum es un nematéfago que tiene capacidad ovicida contra Ancylos-
toma que es un parasito gastrointestinal (Menezes et al., 2017), también tiene la capacidad de ejercer biocontrol
contra Meloidogyne incognita que es uno de los patégenos mas importantes del pepino (Cucumis sativus L.) y ha
demostrado su efectividad en el control de plagas como Meloidogyne javanica, Heterodera avenae Wollenweber, y
Radopholus similis que afectan la plantaciones de tomate, cebada y banano respectivamente (Dahlin et al., 2019),
ademas de la capacidad de solubilizar fosforo, producir sideréforos y acido indol-3-acético (IAA) caracteristicas
de un candidato para uso como biofertilizante (Moreno et al., 2020).
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Geotrichum silvicola es una especie de levadura artroconidial asexual que fue reportada en el afio 2005y, en la
actualidad, lainformacién relacionada con el potencial de sus aplicaciones es escasa, pero se ha encontrado que
tiene estrecha relacién genética con Galactomyces geotrichum, que es una especie con potencial en la industria
de alimentos, confiriendo caracteristicas organolépticas y nutricionales de sabor, aroma y acidos grasos poliin-
saturados (omega 3y 6) (Grygier et al., 2019).

Se identificaron tres especies del género Penicillum, Penicillum citrium y Penicillum rubens. Son destacados pro-
ductores de enzimas xilanoliticas, como Penicillium chrysogenum, capaz de metabolizar xilasa que es una enzima
que degrada polisacaridos de material celuloliticos y lignocelulésico para producir etanol y bioetanol de segun-
da generacién, también para el tratamiento de jugos, cervezas y vinos, y para producir xilitol (Cabral et al., 2018;
Delgado 2021); tiene la capacidad de remediar contaminacion con dihidroxibencenos, sulfonatos lineales de al-
quilbenceno y desperdicios de grasas que son compuestos que actlian como contaminantes de fuentes hidricas
(Franco et al., 2020). Penicillum chrysogenum es un generoso productor de penicilina y derivados con potencial
terapéutico y de control bioldgico de hongos, bacterias y virus (Huber et al., 2020), mientras que Penicillium ci-
trinum ha demostrado tener capacidad lipasa, xilanasay celulasa y de producir quitosano, pencitrin y pencitrinol
(Ouephanit etal., 2019; Lina et al., 2019; Tejas et al., 2019; Lodha et al., 2020; Huber et al., 2020).

La primera sustancia antibiética descubierta fue la Penicilina, por Alexander Fleming, quien observé que el hon-
go del pan inhibia el crecimiento de las bacterias de S. aureus que habia sembrado, lamando al compuesto Peni-
cilina (Penicillium notatum), pero como el efecto inhibitorio era minimo llegd a pensar que esa sustancia carecia
de interés comercial. Se propuso purificar Penicilina de una antibidtica 5-15 cepa que era mejor productora,
dando comienzo a la era antibidtica (Asier, 2021).

Aspergillus fumigatus es un reconocido patégeno oportunista, causante de queratitis, reacciones alérgicas en
las vias respiratorias y aspergilosis pulmonar (Nayak et al., 2018). También, tiene aplicaciones biotecnolégicas
por su capacidad de producir lovastatina que es un metabolito secundario fungico frecuentemente utilizado
con fines farmacéuticos para reducir los niveles de colesterol y eventos cardiovasculares, puede producir en-
zimas con caracteristicas celulasas, #-xilosidasa, FPasa, xilanasa, peptidasa y amilasa que tienen aplicacién en
diferentes sectores productivos como la industria de produccién de bioetanol (Xianchun et al., 2020; Mondal et
al., 2020). Las celulasas son un conjunto de enzimas hidroliticas que descomponen la celulosa, mediante la acti-
vidad sinérgica de tres diferentes componentes, las endoglucanasa, exoglucanasa y la B-glucosidasa. A lo largo
de los afos, estudios de celulasas han demostrado ser potencial biotecnolégico en diferentes areas, aplicada
principalmente por ser biodegradables e inofensivas con el medio ambiente. Su produccién es bastante estu-
diada en residuos agricolas o agroindustriales. La creciente industrializacién de estas areas, ha llevado a la pro-
duccién de altas cantidades de residuos que no son tratados adecuadamente, siendo importante el aislamiento
de microorganismos con potenciales celuloliticos, donde Fusarium sp. CCLM CX presenté la mayor actividad
enzimatica (Rodriguez, 2019).

Ademas, se han realizado otros trabajos para evaluar organismos antagonistas para el control de Sclerotinia sp.
causante de la podredunbre blanca en lechuga, como, por ejemplo: Trichoderma sp., Aspergillus flavipes, Muscodor
yucatanensis, Penicillium commune, Bacillus sp., Clonostachys sp., Paecilomyces lilacinus, Pseudomonas sp. y Conio-
thyrium sp. (Zubieta et al., 2021).

Baeuveria bassiana es un entomopatégeno que controla plagas de insectos como Nilaparvata lugen, Lasioderma
serricorne, Leptinotarsa decemlineata, Plutella xylostella, Phenarium purpurascens, Kuschelorhynchus macadamiae y
Caryalillinoinensis que atacan los cultivos de arroz, patata, repollo, maiz, macadamiay nuez (Romero et al., 2020;
Agboyi et al., 2020; Khun et al., 2020 ).
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CONCLUSIONES

Se lograron identificar hongos pertenecientes al género y especies Trichoderma yunnanense, Geotrichum silvico-
la, Purpureocillium lilacinum, Laburnicola hawksworthii, Penicillium chrysogenum, Aspergillus fumigatus, Penicillium
citrinum, Penicillium rubens, Beauveria bassiana, Bipolaris sivanesaniana, Curvularia pisi, y Alternaria destruens. Se
mostré una relacién taxonémica entre grupos como Trichodermay Purpureocillum, entre Penicillum, y Alternaria -
Curvularia, indicando que son géneros filogenéticamente préximos.

La caracterizacién molecular y la recopilacion del potencial biotecnolégico para hongos filamentosos permitira
avanzar en proyectos enfocados a la bioprospeccién, conocer cualidades y mecanismos de estos microorganis-
mos con miras al desarrollo de procesos y productos biotecnolégicos, comprender mecanismos de patogénesis
y desarrollar alternativas de control de patégenos principalmente para cultivos de interés agricola 'y comercial.
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