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RESUMEN
El Departamento de Ingenieria Bioquimica de la Universidad Icesi cuenta con un cepario
de microorganismos en donde, parte de los hongos que componen la coleccién, ain no
han sido identificados a nivel de género y especie. Por lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue realizar la identificacion molecular de hongos ascomicetos pertenecientes a la
micoteca. Se reactivaron 20 cepas en agar PDA previamente conservados con aceite
mineral a temperatura ambiente. Posteriormente se realiz6 su caracterizacion
macroscopica y microscopica de algunos ejemplares para una verificacion de
identificaciones previas y clasificacion inicial por fenotipos. Se realiz6 extraccion de ADN
gendmico de las cepas fungicas para seguidamente, amplificar y secuenciar la region
ITS1-5.85-ITS2 del ADNr wusando la técnica PCR y secuenciacion Sanger,
respectivamente. Se identificaron catorce cepas a nivel de género mediante la
comparacion de secuencias contra las cepas de referencia, usando el algoritmo BLAST, y
cinco de ellas fueron clasificadas a nivel de especie mediante analisis filogenético. La cepa
EBB-62 no amplifico bajo las combinaciones de cebadores empleados en este estudio.
Para este caso particular, se llevd a cabo un disefio experimental variando la
concentracion de la Taq polimerasa y condiciones del régimen de ciclado. Estos
resultados aportan a la correccion de conservacion de pureza de los aislados y brinda una

metodologia para la identificacion a nivel de genero.
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Molecular identification of fungi belonging to the Ascomycota phylum: A challenge

that remains afloat.

ABSTRACT
The biochemical-engineering department at Universidad ICESI has a collection of
microorganisms where, some fungi have not yet been identified at the genus and species
level. Therefore, the objective of this work was to make the molecular identification of
ascomycete fungi. We reactivated 20 strains on PDA agar previously preserved with
mineral oil at room temperature. Subsequently, we characterized the macroscopic and
microscopic morphology of some specimens for a verification of previous identifications
and initial classification by phenotypes. Genomic DNA extraction was performed from the
fungal strains to then amplify and sequence the rDNA’s ITS1-5.8S-ITS2 region using the
PCR technique and Sanger sequencing, respectively. Fourteen strains were identified at
the genus level by sequence comparison against the reference strains, using the BLAST
algorithm, and five of the, were classified to the species level by phylogenetic analysis. The
EBB-62 strain did not amplify under the primer combinations used in this study. For this
particular case, an experimental design was carried out varying the concentration of the
Taq polymerase and conditions of the cycling regime. These results contribute to the
correction of conservation of purity of the isolates and provide a methodology for

identification at the gender level.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios, el interés hacia los hongos se ha incrementado gracias a la gama de
metabolitos secundarios bioactivos que producen, cuyas aplicaciones van dirigidas cada
vez a mas sectores como el farmacéutico, agricola, entre otros, siendo esta una de las
principales razones para realizar la identificacion de hongos, paso fundamental para
asegurar la caracterizacion taxondmica [1]. La identificacion a nivel de especie proporciona
informacion util que puede usarse para el desarrollo de programas de deteccion mejorados
para el descubrimiento de productos naturales con grandes atractivos, asi como datos
adicionales sobre ecologia, relaciones filogenéticas, gendémica y transcriptomica entre
hongos, convirtiéndola en una etapa esencial en la investigacion cientifica. Ademas, el
nombre cientifico cumple una funcién de comunicacién, informando sobre los hongos, las
especies con las que se relacionan estrechamente, los compuestos bioactivos que puede
producir y sus aplicaciones [1].

A pesar de la importancia que muestra la identificacion taxondémica de hongos,
principalmente en el sector quimico para la fabricacion de productos naturales,
actualmente sigue siendo una labor que resulta dificil aun para un micélogo experto. La
identificacion precisa y exacta de hongos es una problematica que aun se mantiene
vigente [2]. A lo largo de casi tres siglos se ha desarrollo variedad de metodologias que
involucran el seguimiento de claves taxondémicas, basados en la observacion de la
morfologia y reacciones bioquimicas. Sin embargo, la cantidad de pruebas, el cambio en
los ciclos de vida, y falencias para la identificacién de cepas a nivel de especie ha limitado
a los micologos. Es por ello que las técnicas moleculares surgen como una medida para
llenar tal vacio, complementando la identificacion [2].

Gracias a que los métodos moleculares brindan una cobertura universal y una amplia
aplicabilidad, se ha planteado el uso de taxa individuales que pueden ser identificables con
marcadores de codigo de barras de ADN para disminuir el tiempo y aumentar la eficacia
de identificacion a nivel de especies. Para los hongos, un consorcio de micélogos ha

llegado al consenso de utilizar el marcador estandar de espaciadores transcritos internos



(ITS) ADNr como caédigo de barras [3] gracias a que es la parte del cistron del ADNr que
evoluciona mas rapidamente en comparacion a otras regiones [1] y tiene una variacion
promedio del 1% [4] a nivel de la secuencia entre especies del mismo género [5]. Aun asi,
este marcador es sujeto de debate.

Pese a que en muchos casos la region ITS funciona para la diferenciacion taxonémica de
hongos [6], estas secuencias pueden estar regidas por una tasa de mutacion que varia en
cada grupo, ya que se han observado diferencias intraespecificas y polimorfismo
intragendémico entre copias de la regidén [7] ocasionando excepciones dentro del reino
Fungi en donde el marcador no concuerda con las variaciones encontradas [8].
Adicionalmente, esta brecha en el cddigo de barras depende de la edad evolutiva del
complejo de especies [4]. Debido a ello, en algunos casos los resultados obtenidos de la
identificacion molecular pueden llegar a ser confusos e incoherentes obligando a invertir
atencion especial, tal es el caso para Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium, y
Trichoderma en vista de que sus epitetos especificos no presentan polimorfismos en la
region ITS [1].

El departamento de Ingenieria Bioguimica de la Universidad ICESI ubicada en la ciudad
de Cali, Colombia, cuenta actualmente con un cepario interno de microrganismos, donde
algunos hongos ascomicetos no han podido ser identificados. Sin embargo, la regulacién
en Colombia exige que todo hallazgo de biodiversidad nacional debe estar registrada en
colecciones reportadas al SIB (Sistema de Informacion sobre Biodiversidad). Para que una
cepa sea registrada en el SIB debe cumplir con tres parametros: caracteristicas del cultivo
como minimo a nivel de género y especie definidas correctamente, pureza, y alcance en
términos de aplicaciones. En virtud de ello, la micoteca busca la identificacion de hongos
por lo que se hace necesario disefiar una metodologia con factores determinantes y
realizar su validacion para dar solucion a este problema.

En este sentido, la importancia de este proyecto se enfoca en realizar la identificacion
molecular de los géneros y especies de hongos ascomicetos pertenecientes al cepario de
la universidad que aun son desconocidas, pues como se ha mencionado, se hace
necesario poseer conocimiento de estos para revelar informacion sobre sus aplicaciones,

beneficios, entre otros; y, dado el caso de que no se tenga conocimiento sobre tal por ser



un género o especie nueva, se requiere para el desarrollo de investigaciones que tengan
impacto en el campo académico y cientifico que permitan ampliar la diversidad de hongos

en la ciudad de Cali.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivacion de cepas.

Los hongos ascomicetos utilizados en este estudio se obtuvieron de cepas aisladas del
bosque montano bajo llamado “La Carolina”, ubicado en el departamento del Valle del
Cauca, Colombia. Las cepas fueron conservadas en tubos de agar inclinado de medio
Agar Papa Dextrosa -PDA (Scharlau) con aceite mineral estéril, y almacenadas a
temperatura ambiente en el cepario del programa de Ingenieria Bioquimica de la
Universidad ICESI. Se reactivaron 20 cepas en medio PDA y se incubaron a una
temperatura de 27-29°C durante 7-13 dias segun restriccion de crecimiento de cada

microorganismo.

2.2 Caracterizacion macroscopicay microscopica.

La evaluacién macroscépica de las cepas se realiz6 por observacion de caracteristicas
morfologicas y cambios producidos en el medio PDA. Se tuvieron en cuenta aspectos tales
como: forma de la colonia, color (anverso y reverso), produccién de pigmentos o exudado
y textura de la superficie.

La visualizacion y caracterizacion microscopica se realizé con cinta adhesiva en
condiciones de esterilidad. Se tom6 una porcion de cinta y se reposo sobre el cultivo,
posteriormente se extendié sobre una lamina porta-objeto, el cual contenia azul de
lactofenol 0.01%. Finalmente se dejé reposar por 1 minuto y se observo bajo el

microscopio [9].

2.3 Extraccién y cuantificacion de ADN.



La extraccion de ADN se realiz6 empleando el kit comercial Tissue DNA kit (Omega BIO-
TEK E.ZN.A ®) bajo instrucciones adecuadas (ver anexo 1). Se utilizo el
espectrofotometro  BioSpectrometer® (Eppendorf, Alemania) para determinar la
concentracion de ADN usando absorbancias a 260 nm — 280 nm respectivamente. Las

muestras obtenidas se almacenaron en un freezer a -20°C para su posterior identificacion.

2.4 ldentificacion molecular de hongos.

La identificacion de los aislados fue llevada a cabo por amplificacion y secuenciacion de la
region de ADNr ITS1-5.8-ITS2 (ITS) mediante Reaccién en Cadena Polimerasa (PCR) y
secuenciacion Sanger, respectivamente. Para la amplificacién se utilizaron los cebadores
ITS5 (5-GGAAGTCGTAACAAGG-3’) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’). Como
combinaciones opcionales para la regidon ITS, se emplearon los siguientes: ITS1 e ITS4,
ITS1F e ITS4. También, se amplificaron las regiones LSU (Subunidad Grande del
Ribosoma) LROR y LR5 [10] y el gen que codifica para la subunidad beta de la RNA
Polimerasa, usando cebadores bRPB2 6F y bRPB2 7R [27].

Para la PCR se tomaron 5 uL del ADN extraido a una concentracion aproximada de
1ng/uL, y se re suspendieron en 20 yL de de mezcla de PCR que contenia 3 puL de MgCL2
25 mM, 2.5 uL de Buffer 10X, 2.5 pyL de solucion S 10X (Solid Biodyne, China), 1 uL de
dNTPs 10 mM, 0.6 uL de dimetilsulféxido (DMSO al 99.5%), 0.4 uL de ITS4 20 pmol/ uL,
0.4 uL de ITS5 20 pmol/ yL, 0.2 pyL de la enzima Taq polimerasa FIREPoI® (Solid Biodyne,
China) y 9.4 uL de agua mili Q estéril para un volumen final de 25 pL. Las reacciones se
llevaron a cabo en un termociclador Mastercycler personal (Eppendorf, Alemania), bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial de 1 ciclo a 95°C por 5 minutos, 30 ciclos
de desnaturalizacion a 95°C por 45 segundos, apareamiento a 52°C por 45 segundos y
extensién 72°C por 1 minuto, seguido de una extension final a 72°C por 7 minutos. La
PCR incluyé un control negativo en todos los experimentos. Para el disefio experimental
se varid concentracion de la Taqg polimerasa entre 1-2 U/uL, numero de ciclos 35-40 y

temperatura de apareamiento 50-54°C.



Los amplicones fueron analizados en geles de agarosa 1.5% (p/v) en tampon TAE 1x
(Tris-Acetato 0.04 M-EDTA 1mM, pH 8.0) en alicuotas de 3 uL en combinacién de 1 pL de
buffer de carga y 1 yL de SybrGreen o Gel Red a 20x y sometidos a una corriente de 100V
por 5 minutos y a 50V por 40 minutos. Los tamafos de los fragmentos fueron estimados
por comparacion de un marcador en escalera de 100-15000 pares de bases Quick-Load®.
Los productos de PCR se purificaron utilizando 1 uL del reactivo ExoSAP-IT ™ (Applied
Biosystems™, Thermo FisherScientific). Posteriormente sometidos al termociclador en un
ciclo de 15 minutos a 30°C y finalmente llevados a un segundo ciclo por 15 minutos a
80°C. Los productos de la purificacion se almacenaron en un freezer a -20°C hasta su
envio a secuenciacion al laboratorio de Medicina genémica de la Universidad ICESI.

Las secuencias obtenidas se editaron manualmente empleando el software CodonCode
Aligner v. 9.0.2 y fueron sometidas a una basqueda BLAST en la herramienta web NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) contra la base de datos de material tipo para
hongos o la base de datos estandar coleccion de nucleétidos para determinar sus
identidades [11]. Los criterios usados para asignar a la cepa flngica un género se
establecieron en un minimo de homologia de 94.3% mientras que para la asignacion de

especie fue de una homologia minima de 99.6% [28].

2.4 Andlisis filogenético y clasificacion final.

Para las cepas que no pudieron ser identificadas a nivel taxonomico de especie, se
reconstruyeron arboles filogenéticos del género, a partir de secuencias ITS1-5.8S-ITS2
reportadas en GenBank. Se alinearon las secuencias obtenidas en este trabajo y
representantes de diferentes especies pertenecientes al mismo género disponibles en
GenBank usando ClustalW con todos los parametros de alineacion multiples usados en la
configuracion predeterminada. El Outgroup fue definido como una cepa de referencia de
un género estrechamente relacionado, y previamente reportado en otros analisis
filogenéticos. Para cada arbol reconstruido, se determind el mejor método de sustitucion
de nucledtidos y se elaboré usando el método Maximum Likelihood (ML) con el software

MEGA 11 [12]. Los valores de confianza para los clados se determinaron mediante 1000


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

réplicas de bootstrap. Solamente valores iguales o superiores a 70% de Bootstrap fueron

considerados como determinantes para la clasificacién a nivel taxonémico de especia.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Identificacion molecular de las cepas.

La Tabla 1 describe rasgos morfolégicos macroscopicos (Fig. 1) y microscopicos (Fig. 2)
de los aislados. Se seleccioné aleatoriamente un representante de cada grupo conformado
por el mismo género para llevar a cabo la visualizacion bajo el microscopio. Al comparar
las cepas evaluadas en este estudio, con las morfologias descritas de los aislados
trabajados por Cedefio en su trabajo de grado [13], se observé un total de cinco
ejemplares en comun siendo estos: ET-43, ET-46, ET-47, ET-53 Y ET-61. Sin embargo,
las caracteristicas morfol6gicas macroscopicas difieren en gran medida con las cepas ET-
43, ET-46 y ET-53, y en menor grado con las cepas ET-47 y ET-61. De igual modo sucede
con la microscopia de los aislados, en donde solo la cepa ET-53 muestra similitud con lo
aqui observado.

Tabla 1.
Caracteristicas morfolégicas y cepas flngicas reactivadas en medio PDA. N/A = No aplica. Crecimiento total:

colonia de 6 cm de diametro y crecimiento medio: colonia de 4 cm de diametro.

Morfotipo Caracterizacion
Macroscopica Microscopica
ET-23 Colonia blanca-beige con crecimiento total, forma Hifas ramificadas. No se
irregular y textura flocosa. Presenta pigmentacion del visualizaron esporas.

medio leve color beige.

ET-25 Colonia blanca con crecimiento total, forma filamentosa Hifa septada y ramificada. No se
y textura flocosa. Presenta pigmentacion del medio visualizaron esporas.
color beige.
ET-29 Colonia blanca-marrén con crecimiento total, forma Hifas ramificadas. No se




filamentosa y textura granular. Presenta pigmentacion

del medio color beige.

visualizaron esporas.

ET-43 Colonia verde con crecimiento medio, forma circulary  Hifas septadas y ramificadas que
textura aterciopelada. No presenta pigmentacion del sostienen conidios unicelulares
medio. elipsoides.
ET-46 Colonia verde-blanca con crecimiento medio, forma Hifas ramificadas. No se
irregular y textura aterciopelada. Presenta visualizaron esporas
pigmentacion del medio color amarillo traslucido.
ET-47 Colonia amarilla con crecimiento medio, forma rizoidal N/A
y textura glutinosa. Presenta pigmentacion del medio
color amarillo traslucido.
ET-53 Colonia amarilla con crecimiento medio, forma irregular Hifas hialinas septadas.
y textura aterciopelada. Presenta pigmentacion del Conidiéforo que posee métulas
medio color rojo. cilindricas con paredes lisas.
Cadenas sin ramificar de
conidios.
ET-61 Colonia verde-blanco con crecimiento medio, forma N/A
irregular y textura flocosa. Presenta pigmentacion del
medio color amarillo traslucido.
ET-64 Colonia blanca con crecimiento total, forma filamentosa Hifa septada y ramificada. Fialide
y textura algodonosa. Presenta pigmentacion del corta, fina con forma de botella,
medio color beige. simple y ramificada
EBB-62 Colonia blanca con crecimiento total, forma irregular y N/A
textura aterciopelada. Presenta pigmentacion del
medio amarillo traslucido.
EBB-71 Colonia blanca con crecimiento total, forma irregular y N/A
textura algodonosa. No presenta pigmentacion del
medio.
EBB-79 Colonia blanca con crecimiento total, forma rizoidal y N/A
textura algodonosa. No presenta pigmentacion del
medio.
EBB-81 Colonia naranja con crecimiento medio, forma irregular Hifa ramificada. No se
y textura aterciopelada. Presenta coloracion del medio visualizaron esporas.
amarillo traslucido.
EBB-92 Colonia blanca-naranja con crecimiento medio, forma Hifa septada y ramificada. No se




irregular y textura algodonosa. Presenta pigmentacion visualizaron ascosporas.

del medio amatrillo traslucido.

EBB-93 Colonia blanca con crecimiento total, forma filamentosa Hifas ramificadas. No se
y textura algodonosa. No presenta pigmentacion del visualizaron esporas.
medio.

Figura 1. Visualizacion macroscépica del anverso de los hongos conservados en el cepario del

departamento de Ingenieria Bioquimica.

Figura 2. Visualizacion microscépica de los hongos conservados en el cepario del departamento de

Ingenieria Bioquimica.
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La Tabla 2 muestra la identificacion molecular de catorce (14) cepas, utilizando el
espaciador transcrito interno (ITS). Otras cinco cepas fueron descartadas debido a que
Sus secuencias mostraron contaminacion proveniente desde el proceso de extraccion de
ADN. Las caracteristicas morfolégicas visualizadas concuerdan con el género asignado
con base a reportes literarios [14,15]. Adicionalmente, los codigos asignados a cada cepa
indican su fuente de aislamiento, siendo enddfitos (ET) o macromicetos (EBB). Dentro de
los géneros identificados, Penicillium, Cladosporium, Pezicula, Fusarium y Diaporthe se
han reportado como enddfitos de ecosistemas tropicales [13, 16 y 17], mientras que
Xylaria [18] se reporta como macro-hongo. A excepcion de Pestalotiopsis que es reportado
comunmente como fitopatdgeno de especies vegetales [13] y Nemania que es encontrado
como hongo endofito, la codificacion concuerda con los resultados, dando soporte a las
identificaciones. Cabe aclarar, que los resultados de la Tabla 2, son aquellos que

cumplieron con el criterio de % de identidad evaluado.

Tabla 2.
Identificacion molecular de los hongos ascomicetos de la coleccion del Departamento de Ingenieria
Bioquimica, Universidad ICESI, basada en la comparacibn de secuencias de la region ITS.

# bases de Andlisis
ID cepa secuencia Genero Especie % Homologia filogenético
ET-23 544 Diaporthe chinensis 98,22 Sl
ET-25 349 Diaporthe sp. 97,5 Sl
) kochmanii 100 SI
ET-29 435 Diaporthe :
sojae 99,76
oxysporum 99,82
tenuissimum 99,82
ET-43 577 Cladosporium colocasiae 99,82
welwitschiicola 99,63
angustisporum 99,61
adametzioide 99,31
ET-46 451 Penicillium angulare 95,99
bilaiae 94,38
ET-47 360 Pezicula carpinea 95,6 SI
o cosmopolitanum 99,01
ET-53 505 Penicillium - —
miczynskii 99,01

11



ubiquetum 99,01

aurantiacobrunneum 99,01
guebecense 99,01
— citrinum 99,53
ET-61 428 Penicillium - -
hetheringtonii 98,83
tonkinense 100
, obliquiseptatum 99,21
ET-64 567 Fusarium
tuaranense 99,01
ambrosium 98,59
EBB-71 477 Nemania diffusa 99,26 Sl
EBB-79 477 Nemania primolutea 98,12 Sl
EBB-81 571 Pestalotiopsis sp. 99,44 Sl
EBB-92 405 Xylaria adscendens 99,01 Sl
EBB-93 547 Nemania primolutea 98,90 Sl

3.2. Analisis filogenético de secuencias del gen Internal transcribed spacer (ITS).

Un total de cuatro (4) arboles filogenéticos fueron obtenidos (Ver Anexo 2, fig. Al, A 2, A3
y A4) permitiendo la clasificacion de las cepas trabajadas. Es importante resaltar que las
especies de hongos utilizadas para cada género, poseen el codigo de acceso a GenBank
previo al nombre de la cepa. De las cepas pertenecientes a la familia Xylariaceae, se
determind la especie de dos de estas (fig. Al), siendo el aislado EBB-92 Xylaria
adscendens, y EBB-71 Nemania diffusa, informacion respaldada por el BLAST, ya que
dentro de los resultados se obtuvo un 99.01% y 99.26% de homologia respectivamente
para las especies asignadas. Basados en el mismo arbol, este sugiere que las cepas EBB-
79 y EBB-93 corresponden a la misma especie, cercanos a la especie de Nemania
primolutea. La cepa EBB-81 (fig. A2) se clasific6 como cercanamente relacionado con
Pesalotiopsis dracontomelon, no obstante, el nivel de confianza arrojado fue de 38%, por
lo la informacion no se puede afirmar [22] y se requiere de ampliar otras regiones para
otorgar robustez al arbol filogenético reconstruido. De igual manera ocurrié con el aislado
ET-47, identificado como Pezicula, el cual fue asignado a la especie carpinea (fig. A3),
donde el nivel de confianza siendo un valor bajo, indica que se requiere de mayor

informacion que confirme los datos obtenidos.
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De las tres (3) cepas que se identificaron como Diaporthe, la ET-23 se determin6é como
Diaporthe chinensis, mientras que ET-25 y ET-29, no comparten especie con las cepas
utilizadas para generar el arbol filogenético (fig. A4) aun después de que ET-29, mostro el
100% de homologia con Diaporthe kochmanii. El género Diaporthe-Phomopsis (DP)
constituye un grupo de amplia diversidad genética con mas de 900 especies distribuidas
en un amplio rango de hospedantes que incluye especies cultivadas y no cultivadas,
forestales nativas, frutales y malezas [27], con base en lo anterior, en este estudio se
analizaron las secuencias de que se estiman corresponden tan solo al 15.67% e incluso,
un valor menor del género Diaporthe. Por ello, se hace necesario ampliar la basqueda de
especies para obtener informacion confiable y acertada.

Por otro lado, para los aislados asignados a los géneros Penicillium, Cladosporium y
Fusarium no fue posible determinar su especie, puesto que la diferenciacién sobre bases
de secuencias ribosémicas es compleja [23]. Para ello, se requiere desarrollar un enfoque
de andlisis de secuencia multi-locus, en donde ademas de la region ITS, se busquen
combinaciones de marcadores moleculares que amplifiguen regiones como el gen que
codifica para el factor de elongacién transcripcion para Fusarium [19], el gen B-tubulina

para Penicillium [20] y actina para Cladosporium [21] en conjunto o individualmente.

3.3 Validacién metodologica.

Del total de 20 cepas que se buscaban amplificar mediante la técnica PCR, Unicamente la
cepa EBB-62 no mostro resultados positivos con las combinaciones de cebadores ITS5 e
ITS4, ITS1 e ITS4, ITS1F e ITS4 para la regién ITS, LROR y LR5 para la region LSU y
bRPB2 6F y bRPB2 7R para la region RPB2. A causa de esto, se sometio el aislado a un
disefio factorial 22, cuyos factores evaluados se observan en la Tabla3, del cual no se
obtuvieron resultados consistentes, puesto que como se observa en la Figura 3, hubo

contaminacion de los reactivos.

Tabla 3. Factores evaluados sobre la cepa EBB-62.

Factores
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Concentracién

Taq No. Ciclos Temperatura
polimerasa
1 U/uL 35 50°C
2 UluL 40 54°C

M1 M2 M3 M4 pMS M6 M7 M8 M9 MI0 M1 pg12 M13 M3 M1S M6 W17

Figura 3. Disefio experimental aplicado a la cepa EBB-62. M1: Marcador de peso molecular. M2: Muestra
EBB-62, 50°C, 35 ciclos, 1 U/uL. M3: Muestra EBB-62, 50°C, 35 ciclos, 2 U/uL. M4: Control negativo, 50°C,
35 ciclos, 1 U/uL. M5: Control negativo, 50°C, 35 ciclos, 2 U/uL. M6: Muestra EBB-62, 50°C, 40 ciclos, 1
U/uL. M7: Muestra EBB-62, 50°C, 40 ciclos, 2 U/uL. M8: Control negativo, 50°C, 40 ciclos, 1 U/uL. M9:
Control negativo, 50°C, 40 ciclos, 2 U/uL. M10: Muestra EBB-62, 54°C, 35 ciclos, 1 U/uL. M11: Muestra EBB-
62, 54°C, 35 ciclos, 2 U/uL. M12: Control negativo, 54°C, 35 ciclos, 1 U/uL. M13: Control negativo, 54°C, 35
ciclos, 2 U/uL. M14: Muestra EBB-62, 54°C, 40 ciclos, 1 U/uL. M15: Muestra EBB-62, 54°C, 40 ciclos, 2
U/uL. M16: Control negativo, 54°C, 40 ciclos, 1 U/uL. M17: Control negativo, 54°C, 40 ciclos, 2 U/uL.

A pesar de que los genes ribosomales (ADNr) como la regién ITS y LSU ha sido empleada
comunmente para la identificacion de hongos hasta niveles de especies y para analisis
filogenético, se han encontrado problemas referente a su uso. Un problema importante son
las variaciones de ITS dentro de las especies para algunos hongos, por lo que es
necesario reconsiderar el rango de secuencia de ITS a amplificar. Ademas, se ha
reconocido la variacién intragendmica (a veces denominada variacion intraesfuerzo o
intraindividual) entre las diversas copias de la matriz ribosdbmica en varias especies de
hongos [24]. Una de las suposiciones por la que ocurre este fenomeno, es que las
matrices de ribosomas nucleares no siempre pueden evolucionar de una manera

estrictamente concertada [25]. Las matrices en tAndem de hongos pueden contener entre
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45 y 200 copias de la regidn teribosomal y estas copias pueden distribuirse en una o mas
ubicaciones cromosomicas lo que permite una variacion significativa dentro de el genoma
de un individuo [24]. Lo que sugiere que pudo haber ocurrido una mutaciéon que se
extendié a lo largo del gen de la cepa EBB-62, alterando el sitio de union con los
cebadores, lo que no permitié la hibridacion de estos con la secuencia de ADN diana, ya
que ésta no se puede realizar si la regibn complementaria al cebadore en cuestion no
existe en el ADN del individuo [26]. En base a lo anterior, se recomienda realizar la

secuenciacion del genoma de esta cepa.

Por otra parte, un factor determinante al llevar a cabo la reaccion en cadena polimerasa,
es la temperatura de hibridacion. Cuanto mayor sea la temperatura utilizada en esta fase,
mas especifica es la reaccion. Esto se debe a que a mayor temperatura mas dificultada se
ve la unién entre el cebador y la cadena molde; en condiciones de temperaturas de
hibridacidon elevadas el cebador sélo se unird a la cadena molde si son complementarios
en todos sus nucleétidos [27]. Es asi como en la Figura 2, para las muestras M7, M9 y
M11, se obtuvieron bandas inespecificas asociado al uso de baja temperatura. Lo
anterior, da lugar a la hipotesis de que no se llevd la reaccién a la temperatura
adecuacuada y se debe re evaluar las temperaturas habituales en esta fase que oscilan
entre 35y 60°C [27].

3.4 Potenciales de las cepas conservadas en el Departamento de Ingenieria

Bioquimica.

La importancia de la identificacion de los hongos ascomicetos que pertenecen al cepario
del Departamento de Ingenieria Bioquimica radica en la informacion que otorga el
conocimiento de su clasificacion y las investigaciones que se pueden desarrollar con estos
gracias a que han mostrado ser fuentes potenciales de nuevas enzimas y otros
metabolitos con bioactividad. Un claro ejemplo del potencial de estas cepas es
demostrado por Charria et al. (2021) donde se identificaron hongos enddfitos aislados de
Otoba gracilipes correspondientes a los géneros Xylaria y Diaporthe y se demostréd el

potencial promisorio de estos microorganismos para producir metabolitos secundarios
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bioactivos contra cepas de referencia de Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) [17].

En la investigacion realizada por el Dr. Nelson H. Caicedo y colaboradores, mostraron en
el afo 2019 que la cepa ET-01 identificada como Fusarium oxysporum mediante
morfologia para asignacién de género y amplificacion de la region ITS y LSU rDNA para
determinacion de especie, aislada de hojas de Otoba gracilipes, presentd actividad
antioxidante in vitro del 51.5% en 5 minutos, demostrando potencial para posibles

aplicaciones farmacéuticas y medicinales [16].

En el trabajo de Laura |. Cedefio en el afio 2021, donde hongos endofitos como Penicillium
spp., muestran potencial biocatalitico al biotransformar tres colorantes de referencia,
ademas de actividad ligninoperoxidasa. Asi mismo una alta actividad endoglucanasa para
la misma cepa Penicillium spp., y para Pezicula spp. Adicionalmente, se determind el

potencial de biosintesis de precursores aromaticos que posee Pestalotiopsis spp [13].

Finalmente, es clave resaltar el potencial que ain no ha sido completamente explotados y
pueden representar aquellas cepas que no fueron clasificadas en los arboles filogenéticos
reconstruidos en este trabajo, puesto que pueden representan reservorios enzimaticos
novedosos que aun no han sido explorados, y, que se sugiere se evalle con mayor
profundidad, si las enzimas producidas podrian tener algun factor diferencial y novedoso

en comparaciéon de aquellas que ya se han reportado.

4. CONCLUSION

Este estudio se enfocd en la identificacion a nivel de género y especie de los hongos
ascomicetos que pertenecen a la micoteca del Departamento de Ingenieria Bioguimica de
la Universidad ICESI, en el cual se alcanzo la identificacion del 93.33% de las quince
cepas trabajadas como minimo a nivel de género a través de caracterizacion morfoldgica,

identificacion molecular y analisis filogenético. Los datos recopilados pueden ser la base
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para futuras investigaciones y pueden ser Utiles para el desarrollo de estrategias que

mejoren la metodologia aqui empleada.

Se hace necesario la verificacion de pureza de las cepas secuenciadas mas no
analizadas. No obstante, la caracterizacion morfologica de los aislados permite la
asignacion de género y corroboracion de los resultados obtenidos.

Adicionalmente se requiere de la planeacién y uso de metodologias basados en la
secuenciacion de varios genes (MLST) para dar respuesta a la especie de las cepas
pertenecientes a los géneros Penicillium, Fusarium y Cladosporium. En lo que respecta al
resto de aislados, la caracterizacion morfoldgica, la identificacion molecular y la filogenia
son herramientas que afirman y dan mayor soporte a la identificacion y clasificacién a nivel

de género y especie de las cepas.
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ANEXO 1. Protocolo extraccién de ADN fungico.

1. En un tubo eppendorf adicionar 200 uL de buffer TL y 25 pL de solucién proteinasa
K.

2. Con un palillo de dientes o un asa plastica arrastre micelio de la caja petri hacia el
tubo eppendorf con las soluciones agregadas en el paso 1.

3. Usando un micro macerador, destruya todo el micelio hasta observar que este se

haya disuelto completamente en la solucion. Realizar este proceso durante 5

minutos.

Agite durante 30 segundos en vortex.

Lleve el tubo eppendorf hacia el bafio Maria a 55°C durante una hora y 30 min.

Adiciones 220 pL de buffer BL, lleve al vortex durante 15 segundos.

Incubar a 70°C durante 10 minutos.

Adicione 220 pL de etanol absoluto, lleve al vortex durante 15 segundos.

© © N o g A

Inserte una columna de extraccion en un tubo de coleccion de 2 mL.

10.Transfiera la muestra completa del tubo eppendorf hacia la columna, incluyendo
cualquier precipitado que se haya formado.

11.Centrifugar a 9000 rpm durante 1 min.

12.Descartar el tubo de coleccién con el filtrado que contiene.

13.Inserte un nuevo tubo de coleccion.

14. Adicione 500 pL de buffer HBC en la columna de extraccion.

15. Centrifugar a 9000 rpm durante 1 minutos.

16.Descarte el filtrado y re use el tubo de coleccion.

17.Adicione a la columna de extraccion 700 pL de DNA Wash Buffer.

18. Centrifugar a 9000 rpm durante 30 segundos.

19.Repita el paso 16,17 y 18 dos veces mas.

20. Tomar un tubo eppendorf codificado, en él se debe anclar la columna de extraccion.

21.Adicionar 30 pL de buffer elution en el fondo de la columna teniendo precaucion de

no romper la membrana.
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22.Centrifugar la columna junto con el tubo eppendorf a 9000 rpm durante 1 min para
colectar el DNA extraido.

23.Tomar los 30 pL del buffer elution que cayeron en el tubo eppendorf y volver a
anadirlos a la columna.

24.Repetir paso 22.

25.Guardar el tubo eppendorf con el DNA extraido a 4°C y cuantificar la concentracion
del ADN obtenido.
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ANEXO 2. Caracterizacion morfoldégica macro y microscopica.

- EBE-82
- GUI22432.1 Myfaria adscendens
NR 154805 1 ¥ytaria honghongensis
KOYB10407.1 Xylaria hyposyton

NR 147567 1 ¥yaria longissima

NR 153200 1 ¥ytaria bambusicols
MHE84101 1 Yylania arbuscula

HR 173824 1 Xgara lichenicola
EBB-T1

GUZE2A1T.1 Nemania difsa
EF126122.1 Nemania fita

MR 121350 1 Nemania abortva
EF026121 1 Nemaniz primalutzs
EBB-79

EBB-83

R 171103.1 Hytaria fataceicoia

NR 171264 1 Neasylaria arengae
GLI312430.1 Mytaria juruensis
R 172872 1 Xylaria ellisi
GL21523.1 Mylaris cubensis:

GUI24TEN 1 Myfaria castorez

GUEIAT44.1 yaria regais

GUEZ2455.1 Kytaria digtata

GUTE2822.2 Memania martima

=

743.1 ¥ytaria alantaidea
GLEI2437.1 ¥ylaria apeda
NR 173763 1 ¥ytaria karyophthors
GUSZ2444.1 Mifaria cuta

N 153251 1 Hytana npicoia

GUZ32818.1 Nemania bipapilata

GUEZ2458.1 Xylaria scruposa

GLII24B0.1 ¥ytaria polymerpha
GLIEI463.1 Kylaria schweinizs
GLEI459.1 Mylaris avosphasnica

NR 1716862 1 ¥ytana subescharoides

HR 147516 1 ytana acuminationg ssima

HR 153201 1 Xytaria brunneovingsa

GUZE2818.1 Nemania beaumanti

541282021 1 Euepizylon sphaenastomum

GUSZ2445 1 Xylaria phyllacharis
(GUFATI6 1 Hytaria enterogena
GUIZATIT. sytaria telfair
DOBA1634 1 Nesnania plumbea
NR 160210.1 Nemania macrocarpa

HR 166326

Hyfaria eucalypti
MR 173237 1 Nemznia yurnanensis

MAVES1B73 1 Memania caries

E AL90427 1 Nemania aensa
= GUZ92820.1 Nemania serpens
AJIS0430.1 Nemania chestersa

GUIZI446.1 Hydaria baria
& [ 75

(183075 1 Hypoxylon puicicidum

Figura Al. Reconstruccion de arbol filogenético con 48 especies para los géneros Xylaria y Nemania
mediante el método Maximum Likelihood con un booststrap de 1000 repeticiones bajo el modelo de

sustitucion Tamura-Nei y Gamma Distributed (G).
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=5

&9

44

i': MR 147552 1 Pestalotiopsis diploclisiae
MR 1117881 Pestalotiopsis adusta

MR 1475531 Festalotiopsis papuana

23

MR 1681991 Pestalatiopsis krabiensis

21

AFA08958 1 Pestalatiopsis wvirginiana

MR 1475501 Pestalotiopsis malayana

MR 1644701 Pestalotiopsis rhizophorae

MR 145237 .1 Pestalatiopsis parva
— EBB-51

=] L — nR 168755 1 Festalotiopsis dracontomelon
1|: MR 120182 .1 Pestalatiopsis clavata
MR 1202651 Pestalotiopsis rhododendri

{ MR 1644711 FPestalotiopsis thailandica
6 MR 1117891 Pestalotiopsis inflexa

MR 147548 1 Pestalotiopsis grevilleae

MR 1732951 Pestalatiopsis pinicola

20 1

19

15

MR 1681084 1 Pestalotiopsis terricola
kM199311.1 Pestalotiopsis knightiae
MR 161080.1 Festalotiopsis hispanica

29

_|: MR 1201861 Pestalatiopsis rosea
a5 FM199308 .1 Pestalotiopsis hiciliata

29

78

30

42

e

AF408977 1 Pestalotiopsis vismiae

MR 147547 .1 Festalotiopsis oryzae
AF409973 .1 Pestalatiopsis bicilia

MR 1475491 Pestalotiopsis kenyana

MR 1201091 Pestalotiopsis trachycarpicola

o3

MR 147546.1 Festalotiopsis australasiae
MR 1475451 Pestalatiopsis telopeae

-1

34

AF405299 1 Pestalatiopsis funerea

AF405298 1 Pestalotiopsis versicalor

100

61

23

AF408956 1 Pestalotiopsis aguatica
AF4093962 1 Pestalatiopsis gracilis

53 AF409987 .1 Pestalotiopsis dichaeta
AF4089E6 .1 Pestalotiopsis sinensis

|

46

AF408971 1 Pestalotiopsis longisetula
o4 AF409970.1 Pestalatiopsis sydowiana
MNFE 1536101 Broomella vitalbae

Figura A2. Reconstruccién de arbol filogenético con 36 especies para el género Pestalotiopsis

mediante el método Maximum Likelihood con un booststrap de 1000 repeticiones bajo el modelo de

sustitucion Tamura 3-parameter y Gamma Distributed (G).
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28 NR 1652051 Pezicula diversispora
KR859250.1 Pezicula rubi
MR 155656.1 Pezicula neocinnamomea
16 KR859179.1 Pezicula eucrita

MR 138003.1 Pezicula neosporulosa

12

21

il

2 MR 137161.1 Pezicula sporulosa
4 * £ AF141180.1 Pezicula livida
1 MR 155655 1 Pezicula microspora
NR 163370.1 Pezicula eucalyptigena
0 NR 1556581 Pezicula pseudocinnamomea
17 KR859233.1 Pezicula ocellata
—|: NR 155654.1 Pezicula fagacearum
11 KRB859168.1 Pezicula corylina
T|: NR 170044.1 Pezicula italica
2 15 AF141171.2 Pezicula subcarnea
! { MR 155659 1 Pezicula rhizophila
0 NR 1556111 Pezicula melanigena
0 NR 155610.1 Pezicula radicicola
NR 155653 .1 Pezicula ericae
0 MR 155652.1 Pezicula brunnea
21 KR859102.1 Pezicula aurantiaca
4 98 —— KR839163.1 Pezicula cornina
9 L AF141182.2 Pezicula comi
59 AF141188.1 Pezicula pruinosa
1o { KR859098.1 Pezicula acericola
11 NR 155657 1 Pezicula necheterochroma
?'i AF141183.1 Pezicula frangulae
MR 136956.1 Pezicula heterochroma
—— ET-47

22 L—— NR 144927 1 Pezicula carpinea
AF405301.1 Bartalinia robillardoides

Figura A3. Reconstruccién de arbol filogenético con 30 especies para el género Pezicula mediante el
método Maximum Likelihood con un booststrap de 1000 repeticiones bajo el modelo de sustitucién

Kimura 2-parameter y Gamma Distributed (G).
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NR 154920 1 Diaporthe aseana
NR 147589 1 Diaporthe tectonigena
NR 120157 1 Diaporthe eucalyptorum
NR 168239 1 Diaporthe austrakana
NR 111848 1 Diaporthe hongkongensis
NR 154981 1 Diaporthe meltensis
NR 166284 .1 Diaporthe krabiensis
NR 154922 1 Diaporthe pescicola
NR 111859 1 Diaporthe pseudophoenicicola
NR 168241 1 Diaporthe searlei
NR 161019 1 Diaporthe pseudoocul
NR 173376 1 Diaporthe osmanths
NR 152467 1 Diaporthe podocarpi-macrophylii
NR 158385 1 Diaporthe biconispora
72 — NR 137103 1 Diaporthe fraxani-angustfoliae
59 | - NR 137107 1 Diaporthe pascoei
w0l 5 L= NR 147521 1 Diaporthe techicola

- NR 111853 1 Diaporthe musigena
2 e NR 152499 1 Diaporthe sennae
90 NR 111858 1 Diaporthe pseudomangferae
2 — NR 111843.1 Diaporthe arengae
2% NR 154980 1 Diaporthe imonicola
NR 173375.1 Diaporthe millettiae

61 NR 1610181 Diaporthe ocul
$4 = NR 154923 1 Diaporthe taoicola
NR 120280 1 Diaporthe saccarata
NR 137126.1 Diaporthe psoraieae
NR 147594 1 Diaporthe cissampell
NR 137825 1 Diaporthe diospyricola
NR 111758 1 Diaporthe canths
NR 152468 1 Diaporthe elacagni-glabrae
NR 168152 1 Diaporthe parapterocanpe
B NR 111849 1 Diaporthe inconspicua

17
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NR 147539 1 Diaporthe macintoshii
52 — NR 145303.1 Diaporthe foeniculina
15 NR 152458 1 Diaporthe baccae
n NR 168240.1 Diaporthe macadamiae
23]~ NR 152470.1 Diaporthe velutina
34 = NR 111841.1 Diaporthe anacardii
47 — NR 152473 1 Diaporthe undulata

el |

L. NR 145304 1 Diaporthe citr
97 — NR 103897 1 Diaporthe crotalanae
13| L NR 165951 1 Diaporthe aspalathi

NR 147573 1 Diaporthe vawdreyi

NR 172855.1 Diaporthe humulicola

51 = NR 147593 1 Diaporthe betubcola
33| - NR 164425 1 Diaporthe bohemiae
7 NR 147527 1 Diaporthe peruncta

NR 119753 1 Diaporthe amygdah

24 '~ NR 152457 1 Diaporthe celastrina
NR 147525 1 Diaporthe ainea
NR 147522 1 Diaporthe mahothocarpus
NR 158416 1 Diaporthe toxicodendn
NR 165952 1 Diaporthe australafricana
NR 173373 1 Diaporthe iicicola
NR 1658801 Diaporthe ukurunduensis
NR 165873 1 Diaporthe acengena
NR 165878.1 Diaporthe conca
NR 103701.1 Diaporthe vaccm
NR 103696 1 Diaporthe alleghaniensis
NR 172386 1 Diaporthe momacola
NR 147538 1 Diaporthe charleswortha
NR 147531 1 Diaporthe elipicola
NR 137927 1 Diaporthe phragmitis
NR 152463 1 Diaporthe mantima
 — NR 147526 1 Diaporthe bicincta
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NR 147533 1 Diaporthe biguttusis
3 $4 —~ NR 158433 1 Diaporthe celens
24 124 = NR 157515.1 Diaporthe rosicola
NR 165876 1 Diaporthe chensiensis
27 NR 152504 1 Diaporthe lonicerae
g1 L NR 144923 1 Diaporthe eres
29 = NR 1197261 Diaporthe cotoneastni
NR 111845 1 Diaporthe caulivora

9 NR 168159 1 Diaporthe caatingaensis
100 = NR 111844 1 Diaporthe brasdiensis

— NR 120155 1 Diaporthe passifiorae

99 L= NR 158411 1 Diaporthe makorum

NR 170052 1 Diaporthe tarchonanthi

1°

NR 1118561 Diaporthe oxe
[ NR 158384 1 Diaporthe biguttulata

45L[NR 1583886 1 Diaporthe discoidispora
93 = NR 165877 1 Diaporthe cinnamomi
~ NR 147591 1 Diaporthe tectonendophytica

l°

2_{:NRH!NIHDi:monherami:ayq:omn
23 '~ NR 119434 1 Diaporthe ambigua
NR 147540 1 Diaporthe goulten
75 — NR 1118511 Diaporthe longispora

1 ©

-

NR 111069 1 Diaporthe sclerotioides
44| (— NR 147574 .1 Diaporthe tulliensis
g5 |~ NR 147590.1 Diaporthe tectonae

85 = NR 165874.1 Diaporthe alangi

6 —ET-23
7 | L NR 172435 1 Diaporthe chinensis
NR 144924 1 Diaporthe longicolia

o

8 NR 147595 1 Diaporthe passifioricola
NR 1724011 Diaporthe rosae
18 NR 147543 1 Diaporthe veckerae
86 '~ NR 147535.1 Diaporthe minciae
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s | |

lw

lo

1°

50 (=~ NR 173302 1 Diaporthe guangdongensis
zsl ENR 103700 1 Diaporthe melonis
NR 1197511 Diaporthe lustanca

NR 111855 1 Diaporthe novem
NR 111862 1 Diaporthe terebinthifoln

NR 152507 1 Diaporthe acencola
NR 111861 1 Diaporthe schini
41 — NR 1118501 Diaporthe infecunda
‘_ENR‘IBSO?MWW
NR 147537 1 Diaporthe sackstons
—— NR 158410.1 Diaporthe pyracanthae
= NR 1371041 Diaporthe bedharziae
N_ENR‘WM%JD@MMW

NR 1475381 Diaporthe mddietoni
65 = NR 137939 1 Diaporthe acaciarum
34 — NR 111615 1 Diaporthe gulyae
_”.Eunnmnonpommm
NR 119484 1 Diaporthe angeiicae
25 — NR 147563 1 Diaporthe cucurbitae

L= NR 152456 1 Diaporthe batatas

NR 111854 1 Diaporthe neoarcts

NR 1525061 Diaporthe cichoni

NR 147544 1 Diaporthe arcti

NR 171296 1 Diaporthe arezzoensis

NR 120259 1 Diaporthe gangae

NR 103698 1 Diaporthe hekanthi

NR 137827 1 Diaporthe psoraleae-pinnatae
NR 152471 1 Diaporthe incompleta

60 — NR 170819 1 Diaporthe clematidina

NR 152472 1 Diaporthe yunnanensis

JL[ NR 119491 1 Diaporthe cuppatea
10 = NR 1583871 Diaporthe ovalispora

NR 147534 1 Diaporthe maswencn

NR 111847 1 Diaporthe endophytica

NR 147542 1 Diaporthe sojpae

9N

NR 111614.1 Diaporthe kochmanu

NR 111816 1 Diaporthe kongs

ET-29

ET-25

KC343004.1 Diaporthella corylina

Figura A4. Reconstruccion de arbol filogenético con 136 especies para el género Diaporthe mediante

el método Maximum Likelihood con un booststrap de 1000 repeticiones bajo el modelo de sustitucion

Tamura-Nei y Distribucién Gamma con Sitios Invariantes (G+l).
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