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La fijacion bioldgica del Nitrégeno es un proceso que aporta con un 65% de fijacion anual de nitrégeno al ecosistema; ejecutada por mi-
croorganismos fungicos capaces de reducir la forma atmosférica del N en una forma asimilable. Existen varias actividades antrépicas que han
favorecido el aumento de la adiccion de N, lo que ha generado la duplicacién de la cantidad que es incorporada por afo en los diferentes
ciclos bioldgicos de la tierra. El presente estudio tiene como objetivo caracterizar molecularmente y criopreservar hongos asociados con la
respuesta al estrés por N. Se seleccionaron suelos sometidos a un alto estrés por adiccién sostenida de N junto a suelos control, de los cuales
se aislo los hongos cultivables para ser caracterizados y clasificados morfolégicamente a través de técnicas moleculares. Obteniendo como
resultado 43 cepas caracterizadas por morfologia basica (color, forma y tamafo). Por medio de la secuencia del gen ITS ARN ribosomal, la filo-
genia indicé la presencia del Phylum Ascomycota con dos clados: Eurotiales con los siguientes géneros (Penicillium, Citrinum, y Aspergillus).
El clado Hypocreales presenta los géneros (Metarrhzium, Clonostachys y Tolypocladium) y el Phylum Zygomycota con el género Morlierella.
El porcentaje de reactivacion de las cepas criopreservadas fue de 98%.

Palabras Clave: Caracterizacién molecular, hongos cultivables, ITS ARN ribosomal Ascomycota, Zygomycota, criopreservacion.
ABSTRACT

Biological nitrogen fixation is a process that provides a 65% anual nitrogen fixation ecosystem; executed by fungal microorganisms capable of
reducing atmospheric form of N in an assimilable form. There are several human activities that have favored increasing addiction of N, which
has led to the doubling of the amount of N that is incorporated by year in the different life cycles of the soil. This study aims to characterize
molecularly and cryopreserved fungi associated with the stress response of N, soils subjected to high stress addiction sustained N with soil
control, which cultivable fungi was isolated to be characterized and classified were selected morphologically through molecular techniques.
Which resulted in 43 strains characterized by basic morphology (color, shape and size). By means of the sequence of the ribosomal ITS RNA
gene, phylogeny indicated the presence of the phylum Ascomycota two clades. Eurotiales with the following genres (Penicillium, Citrinum,
and Aspergillus). The Hypocreales clade presents the genera (Metarrhzium, Clonostachys and Tolypocladium) and Phylum Zygomycota with
the genus Morlierella. The reactivation rate of the cryopreserved strains was 98%.

Keywords: Molecular characterization, cultivable fungi, ITS ribosomal RNA, Ascomycota, Zygomycota, cryopreservation.

Introduccion

Los bosques montanos tropicales son ecosistemas con un alto La adicion de N afecta todos los procesos en el suelo,

grado de diversidad bioldgica, pero se encuentran altamente
amenazados por su vulnerabilidad ante los cambios globales
como el cambio climatico y mal uso de los suelos®. Aparte
de su gran diversidad bioldgica, estos ecosistemas favorecen
el desarrollo de microorganismos del suelo debido a la gran
cantidad de variaciones ambientales®. En las tltimas décadas
la deposicién atmosférica ha aumentado notablemente por
fuentes antropogénicas®, debido a la industrializacion, el uso de
productos quimicos y fertilizantes, o a la quema de biomasa®.
Actualmente los suelos tropicales aportan con el 30% de las
emisiones globales de N, O, que es uno de los principales gases de
invernadero®. Como resultado se evidencia un alto nivel de N en
los suelos tropicales, modificaciones en la biota y aceleracién del
ciclo de descomposicion y fijacion de N en estos ecosistemas®.

especialmente a los procesos bioldgicos®, dichos procesos son
desarrollados por microorganismos (bacterias y hongos) que se
encuentran asociados al suelo”. Sus funciones en el ecosistema
son de vital importancia para procesos bioquimicos y procesos
de degradacion®. Dentro de las comunidades microbianas, las
comunidades flingicas son de gran interés, porque funcionan
como un indicador de salud en un ecosistema. Una gran
diversidad de hongos indica la capacidad de los ecosistemas para
recuperarse ante dafios ambientales (p.ej. adicion excesiva de N);
ademas, las comunidades fiingicas juegan un papel importante en
la degradacion de la materia orgénica y en el ciclo natural del N
Por ello representan la mayor parte de la biomasa microbiana en
los suelos®.
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Tabla 1: Caracterizacién morfolégica de hongos cultivables del
suelo

Bloque  Esindy  Nimesmde Coler Formadels Tamafiodela
muesn iooloam coloezy

1 Central | BLANCO CRCULAR 83
1 ROSA CRCULAR 35

3 ROSA-AMARLLO  CRCULAR 3.3

4 CAFE-ROSA ALARGADO 14
5 ROSA CRCULAR 13
3 ROSA CIRCULAR 85
7 ROSA PASTEL CRCULAR 0.5
1 Nitrégen H ROSA PASTEL CRCULAR 52
‘ 5 NEGRO CROULAR 38
10 NEGRO CRCULAR 4
1 VERDEROSA  ALARGADO 67
12 FUCSIA CBCULAR i

fE] VERDE-AMARILLO ALARGADO 11

L] ROSA CRCULAR 6.5
16 BLANCO CRCULAR B3
17 VERDE CRCULAR $
18 ROGA CIRCULAR 43
2 Centrel 1# VERDECLARD  ALARGADO 5
. ] BLANCO ALARGADD 83

n VERDE-AMARILLO ALARGADO b
n ROSA PASTEL CIRCULAR 43

3 AMARELONERDE CRCULAR i1

Caracterizacion molecular y conservacion de hongos del suelo asociados con la respuesta a estrés por nitrogeno
Tabla 2: Reactivacidon de Muestras Criopreservadas
Blogue Estréds Nomero de Reactivacon
Muestra
1 Control 1 Positva
2 Positiva
3 Positiva
4 Posituva
5 Positiva
& Positiva
T Positva
1 Nitrogeno 8 Positva
o Positiva
10 Positva
11 Positiva
12 Positiva
13 Positiva
14 MNegativo
16 Positiva
17 Positiva
x Control 18 Positiva
19 Poszitiva
20 Positva
21 Positiva
x> Positiva
23 Positiva
24 Positva
M ROSA PASTEL CRCULAR 6.3 25 Positiva
25 ROSA PASTEL CRCULAR 7 26 Positiva
..} ROSA PASTEL CRCULAR 5 27 Positiva
I ROSA CIRCULAR [} 28 Positiva
8 ROSA CRCULAR 48 2 Nitrégeno 29 Positiva
'l CREMA CIRCULAR ] 30 Negativo
¥ Niwdgema X ROSA CIRCULAR 5 31 Positiva
i ROID CRCULAR 13 32 Positiva
i VERDEROSA CRCULAR 67

El objetivo de este estudio es caracterizar la morfologia basica
y molecular de la diversidad de hongos de un suelo de bosque
montano tropical en el sur del Ecuador. Los bosques montanos
de esta region representan el 11% de los bosques montanos
tropicales del mundo®, pero sus suelos son altamente afectados
por la adicion excesiva de N. Ademas, el presente trabajo analiza
el impacto potencial asociado a la adicién sostenida de N y la
conservacion de los hongos aislados mediante el método de
criopreservacion.

'
Materiales y Métodos

Area de estudio
El muestreo se realizé en la Reserva Bioldgica San Francisco

(RBSF), ubicada a 30 km de la ciudad de Loja, en la provincia
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de Zamora Chinchipe dentro del Parque Nacional Podocarpus®.
El muestreo de campo se realizé en el sector T1 especificamente
en el transecto preestablecido NUMEXY. El transecto NUMEX
presenta diferentes niveles de adicién de minerales, del cual se
selecciono el bloque 1 y 2. Cada bloque contiene dos parcelas
la primera con suelos control (suelos sin tratamiento de adiccién
de N) y la segunda con adicién de N sostenido por nueve afos
consecutivos. Dando como resultado 4 parcelas muestreadas por
los dos bloques seleccionados.

Toma de muestras y aislamiento in vitro.

De cada parcela se extrajo cinco muestras de suelo a una
profundidad de 30 cm. Las muestras de suelo se preservaron a
-20°C. El aislamiento de los hongos se hizo por el método de
diluciones seriadas a partir de suelo de muestra homogenizado.
Y se procedio a cultivarlas en cajas Petri con medio de cultivo
Rosa Bengala.

http://www.revistabionatura.com

443 ——

rL )



—— 444 Xiomara Recalde Rodriguez, Aminael Sanchez Rodriguez

Tabla 3: Cuadro de asignacién de género mediante busqueda por homologia (BLAST) a cada uno de los aislados puros. Se detalla ademas el origen
de cada aislado (bloques y tratamientos).

Especie Bloque

1 2
Suelo con Suelo Suelo con Suelo
Nitrogeno | Control | Nitrogeno | Control
BIN3 3 Aspergillus sp. +
B2C3 2 Aspergillus cf. Niger +
(<] B2N4 2 Aspergillus cf. Niger -

B2C3 2 Aspergillus cf. Niger +
B2C3 1-2 Clonosrachvs sp. s
B2N3 3-4 Metarhizitm sp. +
B2N3 3-7 Metrarhizium sp. 3F
B2N3 3-6 Metarhizitm sp. +

B2N3 1 Metarhizium sp. aF
BIN3 2-2 Mertarhizitm sp. +

BI1C3 3 Penicillivm cf. Citrinum +
B1C3 2-2 Penicillivm ct. Citrinum +

BI1C4 3 Penicillium cf. Citrinum +

BICS5 1 Penicillivm cf. Citrinum +
B1C3 1-3 Penicillivm cf. Citrinum +
BIC3 1-4 Penicillivon cf. Citrinnam +
BIN4 1-3 Penicillivm cf. Citrinum +
BINS 1-2 Penicillivom cf. Citrinnm +
BIN3 2 Penicillivom cf. Citrinum -

BIN3 1-3 Penicillivim cf. Citrinim +
BIN3 1-2 Penicillivon cf. Citrinum +
B2C5 1-2 Penicillivim cf. Citrinnim +
B2C3 1-3 Penicillivan cf. Citrinum +
B2C5 1-1 Penicillivon cf. Citrinom +

B2C5 3 Penicillivm cf. Citrinum +

B2C4 1 Penicillivom cf. Citrinom +
B2C3 1-3 Penicillivm cf. Citrinnamn -

B2C5 1 Penicillivon cf. Citrinom +
B2N3 3-5 Penicillivm cf. Citrirnam +
B2N3 3-3 Penicillivm cf. Citrinum +
B2N4 1 Penicillivm cf. Citrinm +
B2N4 1-2 Penicillivm cf. Citrinm +
B2N4 1-2 Penicillivon cf. Citrinum -

B2N3 3-2 Penicillivm cf. Citrinum +
BIN4 1-3 Penicillivon cf. Citrinum -
BIN3 1-2 Penicillivom cf. Citrinm +
BIN3 2-1 Tolvpocladium sp. +
B2N3 3 Tolvpocladium sp. +
B2C3 1 Zvgomycota +

El conteo de colonias se realiz cada 2 dias para obtener las L
unidades formadoras de colonia. Finalmente se realizé el conteo Caracterizacién molecular
de las colonias fungicas tomando en consideracién la morfologia
basica de las colonias como: el color, tamafo, y la forma de
crecimiento de la colonia.

Se extrajo el ADN de las muestras de hongos por medio del kit de
extraccidon UltraClean Microbial DNA Insolation Kit MoBio, el
mismo que nos permitié obtener ADN gendmico con alta calidad
Criopreservacion de hongos 0, Se cuantifico lla galidad del ADN empleando el NanoDrop
2000 - Thermo Scientific.

El proceso de criopreservacion se realizé en una relacién 70:30 » .

de Potato Dextrose Agar (PDA) y glicerina, criopreservados a Reaccién en Cadena de la Polimerasa - PCR.

una T° de -4°C. Posteriormente fueron reactivados para medir la

viabilidad de las cepas. Las PCR se realizaron con ayuda del termociclador (Pro Flex), las
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B2C3 2

B2anM4_1-2

BiN4_3

B2MI_3_1

Penicilium citrinum KLIDS3828

B2N3_3-1

BiNd4_1-2

Penicilliurm citinum KX258808

B2Md_1-2_1

B2C5 3

Peanigilium citrinum KLIDSS850

B2M4_1

B2NI_3-7

B2N3_35

B2NG_3-3

B2NG_3-2

B2C5_1-2

8 |B2C5 1

g::g ;-3 Pervcillivmn of. citrinum

BINI_1-3

BINI_1-2

BI1CS5_1

BIC4_3

Bica 22
1

BIC3_1-4 Eurotiales

Peanigillium citrinem KMEE4347

- B2C5 1_1

B2C4_1

B2C3_1-3_1

B2C3_1-3

I
-
L]

rL )

B1C3 1-3

BINZ_1-2_1

B0 Aapargillus niger KXE64417
B2C3 2 1

BINe 2 Ascomycata

Aspergillug niger KXBE4345 | Aspergilius of. miger

# | Agpargillus niger KLISQE3ST

Aspergillus niger LC172268

Aspergillus niger KUISESTET

Aspengilles nutans MR 135384

B1M3_3

_— || Aspargiius cervinus NR135382

g1 | Aspergills carvinus AY 37345
Aspergillus kanagawaensis FR733880

Aspergillus ceninus_HOS0E148

Aspergillus sp.

BaM3_1

Metarhizium_pingshaense_HD179979

BEMN3_3-4

B2MN3_3-6

BaM3_3-T_1

s | Metarhizium_anisopliss_KUSEITEER
Metarhizium_pinghaense_HKC178690

o Metarhiziur_anisoplise_KLUSEITED
Metacordyoeps_lai_KM199772
BIM3_2-2
Tolypocadium_album_HO608141
Chaunopycnis_alba_AF389192

s || Tolypocladium_RG-2013a_HFT47251 H reales
Tolypocladium_sp,_KPEE1T22 Todypocladium sp. ypac
Chaunopycnis_ala_KF381088
BIMZ_2-1

T21B2N3_3
Clonostachys_byssicoka_KCA08270
Clonostachys_byssicola_KCA0627T1
Bionectria_ochroleuca_HO157202

74 | Clonostachys_byssicola_KCa06268

Clonostachys_byssicola_KJ45E807T

B2C3_1-2

Meterhizium sp.

Eal

Clonostachys sp.

B2C3_1
Umibedopsis_isaballing_JN206400
Martiaralla_turficola_JMN158472
Morieralla_turficola_AJ87aT84 Zygomycota
Calluna_vulgarns_FM172890
Umbelopsis_sabellina_HO6303564
Calluna_vulgans_FM172759

a2
Figura 1: Arbol filogenético de la regién ITS 1 obtenida de los aislados. El arbol presenta los géneros que se obtuvieron de la RBSF.; fue soportado

con secuencias obtenidas del GenBank https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/.

.. . . . . Andlisis de datos.
condiciones aplicadas fueron: 95°C-2min por 1 ciclo; 95°C-1min,

50°C-30seg, 72°C-30seg por 40 ciclos; 72°C-5min por 1 ciclo. Las muestras fueron secuenciadas en la compafiia MACROGEN
Los primers utilizados poseen las siguientes secuencias: (Korea). Las secuencias obtenidas fueron comparadas con
ITS 1f: CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA"™, ITS 5.8S: secuencias del GenBank, por medio de la utilizacién de la
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG ™ herramienta BLASTn; las secuencias homologas seleccionadas de

este programa nos sirvieron para brindar soporte a los resultados
obtenidos. Esto permiti6 asignar un género a cada una de las
secuencias, tomando en cuenta el mejor hit. Con la ayuda del
programa MEGAG6 y de un analisis Maximun Likelihood, se
obtuvo el arbol filogenético de las secuencias analizados.

Finalmente se procedi6 a la verificacién de los productos de PCR
por medio de la electroforesis en un gel de agarosa al 1%.
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Resultados y Discusion

Caracterizacion Morfoldgica basica de los hongos cultivables
del suelo.

De los resultados del aislamiento y posterior identificacion de los
aislados puros, se logré obtener un total de 43 aislados de ambos
bloques que representan a los hongos cultivables del suelo Tabla
1.

Con la metodologia aplicada no fue posible obtener un 100% de
aislados del suelo; existen varias razones para justificar este hecho.
Principalmente se toma en cuenta la distribucion, debido a que
estos no se encuentran distribuidos de manera uniforme en el
suelo". La seleccién del medio es un factor muy importante
al momento de incrementar el porcentaje obtenido de hongos
cultivables del suelo, debido a que los nutrientes que contiene el
medio favorecen el crecimiento del material fingico. Cabe recalcar
quela presencia del Clorofenicol en el medio Rosa Bengala asegura
que no exista crecimiento de bacterias en los cultivos V. A pesar
de las limitaciones que la metodologia presenta, los resultados
obtenidos generan un aporte de conocimiento cientifico sobre la
composicion fungica de los suelos con adicién de N.

Criopreservacion

La utilizacion de la combinaciéon del medio PDA mas la
adiciéon de glicerina en una relacién 70:30 respectivamente,
permitié obtener el resultado deseado en la criopreservacion
de los aislados. De los 43 morfotipos aislados e identificados
se realizé la criopreservacidon, con un 98% de éxito en la
reactivacion de material Tabla 2. Se sabe que los tiempos de
conservacién de material fingico en criopreservaciéon son
criticos para la supervivencia celular®. Se ha comprobado que
el mejor crioprotectante para la criopreservacion de hongos es la
glicerina!’®. Debido a que previene la acumulacién de agua y la
formacion de cristales que pueden romper la membrana celular,
gracias a su bajo peso molecular®®.

Analisis Filogenético

El material genético proporcionado por las 43 muestras aisladas
fue obtenido a partir de la secuencién la region ITS 1, de acuerdo
a los resultados obtenidos podemos identificar la presencia de
dos Phylum: Ascomycota y Zygomycota, dentro del Phylum
Ascomycota se encuentran dos clados, Eurotiales y Hypocreales;
dentro de Eurotiales se obtuvo los siguientes géneros Penicillium,
Citrinum, y Aspergillus. El clado Hypocreales presenta los
géneros Metarrhzium, Clonostachys y Tolypocladium. En el
filum Zygomycota se obtuvo el género Morlierella (Tabla 3). En la
figura 1 se muestra el arbol filogenetico, obtenido con el metodo
maximun likelihood, en el que se incluyen las 43 secuencias
pertenecientes a los aislados puros obtenidos en este estudio.

Los géneros Penicillium, Citrinum y Aspergillus son capaces
de adaptarse a la variacién de disponibilidad de nutrientes!'”.
Existen varios estudios realizados en donde se ha encontrado
que estos géneros pueden desarrollarse en suelos que han sido
sometidos a diferentes tipos de estrés, en nuestro caso la adicién
sostenida de N9,

La presencia de Penicillium cf. Citrinum tanto en las parcelas
con N como en las parcelas control se debe a que esta especie
es capaz de crecer en medios que se encuentran alterados, como
se ha demostrado en el estudio publicado por ®. De la misma
manera el género Aspergillius es versatil al momento de adaptar
su metabolismo para utilizar una amplia cantidad de N en los
suelos®@.

Los géneros Metarrhzium y Tolypocladium fueron hallados
en ambos bloques, pero solo en suelos con adicién de N. Las
especies de estos géneros actian como entomopatogenos
(parasitos de insectos), endofitos y saprofitos, ademas pueden
llegar a ser toxicos®. La relacion C:N que mantienen los
géneros Metarrhzium y Tolypocladium con el suelo ocasiona un
efecto positivo en el aumento de la funcionalidad, demostrado
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en el incremento de la biomasa fuingica y en la degradacion e
inmovilizacién del N, que en presencia de altos niveles de N en
el suelo las especies de estos géneros modifican sus estructuras
para elevar su potencial de resistencia a la desecacion y a su
vez aumenta la producciéon de microsclerotia (estructuras que
ayudan a la fijacién de conideas)®. De esta forma estos hongos
reducen la demanda de oxigeno y favorecen la inmovilizacién de
nitrdgeno en el suelo®”. Por otro lado se encuentran beneficiados
ya que estos aprovechan la disposicion en exceso de N para
utilizarlo en procesos de degradacién de polimeros organicos y
transformacion de nutrientes dejandolo disponible para procesos
bioldgicos de otros organismos®.

En el bloque 2 con tratamiento control se encontraron los
géneros Clonostachys y Morlierella. Los miembros del género
Clonostachys se desarrollan como mico parasito de otros hongos
9. A su vez son vulnerables a alteraciones en la mineralizacién
proveniente de la fertilizacion del suelo, siendo considerados
como bioindicadores de ecosistemas®” . Lo anterior justifica que
solo se haya podido aislar el género Clonostachys y Morlierella de
las parcelas control. En el caso de Morlierella es un género que se
encuentra ampliamente relacionado con la presencia de C, esta
involucrado en la degradacién de la celulosa®®®.

El género Morlierella no se encuentra presente en los bloques con
tratamiento de N, debido a que en este caso el exceso de nitrégeno
presente en los suelos estudiados disminuye la produccion radical
en las plantas. Como resultado que se reduzcan las asociaciones
en planta y hongo, por lo tanto que disminuye su crecimiento .

Los resultados de este estudio nos permitieron identificar diversos
géneros de hongos que se encuentran asociados a la respuesta por
estrés a la adicion continua de nitrégeno en los suelos de la RBSE.

|
Conclusiones

— El empleo de técnicas de cultivo in vitro de
microorganismos es util para la identificacién de
hongos con niveles variables de resistencia a N.

— El disefio experimental seguido (segregacion de
parcelas control y con tratamiento) permiti6 identificar
especies fungicas con un grado diferente de tolerancia
ala deposicion de N.

— Se concluyd6 que los géneros Metarrhzium vy
Tolypocladium presentes en este trabajo, se identifican
como mas resistentes a la elevacion del nitrégeno. Se
sugiere la utilizacion de los géneros antes mencionados
en técnicas de inoculacién, con la finalidad de ser
aplicados en suelos perturbados por alta deposicion de
N.

—  Sesugiere el uso de miembros del género Clonostachys
y Morlierella como bioindicadores del impacto de la
fertilizacién nitrogenada en ecosistemas tropicales.

— El porcentaje de reactivacion de las cepas
criopreservadas fue de 98%, lo que indica el éxito en la
metodologia de criopreservacion que se emple6 en los
cultivos de hongos.
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