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Resumen: El Bosque de Prosperina es un area protegida ubicada en la ciudad de Guayaquil-Ecuador donde existe
una gran diversidad de plantas, animales vy, ultimamente, microorganismos que contribuyen a su conservacion y
mantenimiento. Las muestras de suelo recogidas en las estaciones de Cuevas, Cafias y FCV durante la estacion seca se
analizaron mediante métodos microbioldgicos convencionales. Como resultado, se identificaron 38 especies, y en cada
estacion se obtuvieron 16, 16 y 16, respectivamente. Los géneros mas frecuentes encontrados en las tres estaciones son
Aspergillus, Penicillium, Trichoderma y Absidia, con menor frecuencia Fusarium, Cladosporium, Talaromyces, Cur-vularia,
Humicola, Gongronella, Clonostachys y Mariannea. Se crioconservaron 38 cepas de hongos filamentosos en la Coleccion
de Cultivos de microorganismos del CIBE (CCM-CIBE), de las cuales 36 eran especies Unicas. Los resultados obtenidos
sugieren que las especies encontradas. Su desplazamiento puede verse afectado por factores naturales y humanos.
Ademas, confirmamos microorganismos biocontroladores como Purpureocillium, un nematéfago y Cladosporium que,
pueden tener un alto potencial en actividades de biorremediacion de im-portancia para la agricultura y recuperacion de
suelos, lo que corrobora que el Bosque de Proteccion es una rica fuente de microorganismos con una gran reputacion

para su conservacion.
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Abstract: The Prosperina Forest is a protected area located in the city of Guayaquil-Ecuador where there is a great
diversity of plants, animals and, lately, microorganisms that contribute to its conservation and maintenance. Soil samples
collected at the Cuevas, Cafias and FCV stations during the dry season were analyzed by conventional microbiology
methods. As a result, 38 species were identified in each station 16, 16 and 16 were obtained, respectively. The most
frequent genera found in the three stations are Aspergillus, Penicillium, Trichoderma and Absidia, with less frequency
Fusarium, Cladosporium, Talaromyces, Curvularia, Humicola, Gongronella, Clonostachys and Mariannea. Thirty-eight
strains of filamentous fungi were cryopreserved in the CIBE Culture Collection of microorganisms (CCM-CIBE), of which
36 were unique species. The results obtained suggest that the species found. Their displacement can be affected by
natural and human factors. In addition, we confirm biocontrol microorganism as Purpureocillium, a nematophagous and
Cladosporium that, may have a high potential in bioremediation activities of importance for agriculture and soil recovery,
which corroborates that the Protected Forest is a rich source of microorganisms with a great reputation for its conservation.
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|
Introduccion

El Bosque protector “Prosperina” (BPP) categorizado
como Area de bosque y vegetacién protegida desde el 29
de junio de 1994, mediante acuerdo Ministerial N°23 pu-
blicada en el registro oficial No. 472, Acuerdo Ministerial
No. 144 del Ministerio del Ambiente se encuentra ubicado
al oeste del Ecuador en el Campus “Gustavo Galindo” de
la Escuela Superior Politécnica del Litoral en la ciudad de
Guayaquil, provincia del Guayas y es considerado una zona
de reserva que alberga diversas especies de fauna y flora
sujeta a investigacion por parte de la comunidad cientifica'.
El BPP se encuentra rodeada por 5 cuencas hidrograficas
y forma parte de la cordillera Chongén Colonche?. Ademas,

estos ecosistemas presentan un clima calido, con tempe-
raturas que oscilan entre 23 — 27 °C, lo que coloca al BPP
en la categoria de Bosque Seco Tropical, segun el criterio
de la propuesta preliminar de un sistema de clasificacion de
vegetacion para el Ecuador continental de 19993,

Esto significa que el BPP es un area estratégica para la
conservacion de la biodiversidad bioldgica ya que poseen
arboles nativos caducifolios dadas las dos temporadas seca
y lluviosa en la region®, el BPP realiza programas de protec-
cion y concienciacion en la conservacion de las especies,
ademas busca la valoracion de los recursos ambientales
mediante visitas y difusion de las principales especies de
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flora y fauna que habitan en el bosque seco. Cerca de sus
332,3 has de bosques en un clima seco tropical favorece el
crecimiento de microbiota de suelo rica en consorcios de
hongos, como micorrizicos, ectomicorrizicos, micorrizicos
arbusculares, patdégenos, bacterias y levaduras®.

El potencial microbiano del BPP puede ser aprovecha-
do para el desarrollo de productos a bases de micotoxinas
que pueden actuar como biocontroladores de fitopatdgenos
en alimentos, también contribuyen en la regeneracion de
suelos maltratados en la que necesitan incorporarse mi-
croorganismos presentes en la materia organica de bos-
ques a través de la elaboracion de compost®’. Adicional-
mente, los hongos filamentosos pueden ser empleados
en la biotecnologia fungica porque permiten fomentar la
economia circular, mitigar el cambio climatico y generar la
produccién sostenible de alimentos, combustibles, textiles,
farmacos, entre otros®.

Dentro de la microdiversidad que se encuentran en los
suelos de bosque podemos encontrar los filo Ascomycota
y Basidiomycota, los cuales predominan a escala mundial
en los ecosistemas forestales gracias a las condiciones cli-
maticas que permiten su crecimiento®, tal es asi como en
el agroecosistema K'iphak’iphani en Bolivia predominan de
la division Ascomycota los géneros Penicillium, Alternaria,
Rhizopus, Mucor, Fusarium y Trichoderma™ algunos con
potencial de biorremediacion debido a su eficiencia en la
degradacion de hidrocarburos de petroleo™.

Segun reportes, en el Ecuador entre los géneros de
hongos filamentosos representativos de suelos de zonas
forestales se encuentran Aspergillus, Penicillium y Tricho-
derma los cuales variaban segun el tipo de suelo'. Asi tam-
bién en el Bosque Protector Aguarongo, se han encontrado
los hongos de los Géneros Aspergillus, Trichoderma'y Fu-
sarium'. En la region costa se han realizado estudios sobre
la diversidad de hongos micorrizicos arbusculares asocia-
dos a plantas de cacao que dependen de estos microor-
ganismos para realizar procesos fisiolégicos y desarrollar
resiliencia al cambio global™. No obstante, en el Bosque
Protector La Prosperina son pocos los estudios que se han
realizado en plantas, pero no contemplan estudios de bio-
diversidad de hongos filamentosos por lo que es muy im-
portante explorar la biodiversidad microbiana de nuestros
bosques que nos ayude a desarrollar técnicas de control
microbianas para el control de patégenos en el campo. En
funcion a ello, surge la necesidad de determinar la biodi-
versidad de hongos filamentosos asociados al suelo del
Bosque Protector la Prosperina a través de métodos mole-
culares y posterior conservacion de los mismos.

|
Materiales y métodos

Zonas de muestreo

Para el muestreo fueron identificadas tres estaciones
en la superficie del Bosque Protector La Prosperina: E1) Al-
barrada Cuevas; E2) Albarrada Cuevas y E3) zona cercana
a la Facultad de Ciencias de la Vida en la ESPOL (FCV).

La Estacion 1 correspondiente a la “Albarrada Cue-
vas” se encuentra ubicada a 127 msnm en el nucleo 1
del BPP, especificamente en las coordenadas 2°9'23”S y
79°57°47"W. Posee una alta densidad de especies vegeta-
les herbaceas, especies arboreas caducifolias que desarro-
llan hojas al empezar la temporada lluviosa.

La estacion 2 correspondiente a la “Albarrada Ca-

fas” que se ubica en el nucleo 1 del BPP a una altitud de
211msnm y sus coordenadas son 2°9'26”S y 79°57°56”W.
Posee una alta densidad de plantas pteridofitas y grami-
neas que permanecen con hojas durante todo su ciclo de
vida. Dentro de la zona se registro la presencia de anfibios
(Epipedobates machalilla) y mamiferos como el oso hormi-
guero Tamandua tetradactyla.

La estacion 3 corresponde a la FCV y se ubica en la
zona de proteccion permanente del BPP, cerca de la Fa-
cultad de Ciencias de la Vida (FCV) de la Escuela Superior
Politécnica del Litoral (ESPOL). Se encuentra a una altitud
de 80 msnm especificamente en las coordenadas 2°9’10”S
y 79°56°23”W. El suelo es mas compacto que en las otras
estaciones y en sus alrededores se encuentra una alta den-
sidad de especies arboreas y se registra la presencia de
diversos grupos de aves y murciélagos.

Recolecciéon de muestras

La recoleccion de muestras se realiz6 a una profun-
didad a 25 cm siguiendo metodologia consultada's, en el
que se empled extractor de nucleos para suelos. En cada
estacion (E1; E2; E3) se recolectaron 3 réplicas (R1; R2;
R3) con equidistancia de 5 metros. Se pesaron 100 g de
suelo por réplica y se almacenaron en bolsas plasticas con
cierre hermético, previamente esterilizadas con radiacion
UV, seguido las muestras fueron trasladadas en una neve-
ra portatil el mismo dia para su siembra en el laboratorio de
Fitopatologia del CIBE.

Aislamiento de hongos filamentosos

Para el aislamiento de los hongos se realizaron dilucio-
nes seriadas, en las que 10g de suelo por réplica se disol-
vieron en 90 ml de agua peptonada estéril (10-'), se homo-
genizo la solucion y se dejo reposar durante 5 minutos para
que los solidos decantaran. Seguido a esto, se dispenso
una alicuota de 1 ml de la solucién de suelo en un tubo Fal-
cén que contenia 9 ml de agua peptonada, se agité usando
el vortex y se continud con el mismo procedimiento hasta
conseguir una dilucion de 10, Luego, 2 réplicas por mues-
tras fueron sembradas usando el método de esparcido, en
la que 1 ml de cada solucién fue esparcido con la ayuda de
un asa de Drigalsky en caja petri que contenia medio Agar
Papa Dextrosa (PDA), preparado con cloranfenicol (400
ppm). Las muestras fueron incubadas a 25 °C por 7 dias
y revisadas cada 24 horas para el control de crecimiento y
conteo utilizando un estereoscopio BOECO modelo BTB-A.
Seguido, las cepas fueron purificadas, trasladando los mi-
celios que estaban creciendo en cajas con medio PDA y
cloranfenicol. Una vez que las cepas estaban puras se pro-
cedio a la obtencién de cultivos monosporicos siguiendo los
protocolos previamente reportados'®. Brevemente, se reali-
z6 una solucién de esporas en 2 ml de agua estéril, lugo se
dispensaron 10 pl de la solucion en cajas con medio PDA 'y
se incubd hasta que se observd crecimiento micelial. Lue-
go, con ayuda del bisturi se cortaron secciones de medio
donde se encontraban secciones de hifas puras para luego
trasladarlas a un nuevo medio y esperar el crecimiento final
de micelio para extraccion de ADN.

Extraccion y amplificacion de muestras de ADN

Los cultivos monospéricos fueron utilizados para la ex-
traccion de DNA siguiendo el protocolo de extraccion de
hongos filamentosos reportado en previos estudios’’. Bre-
vemente, los que a una pequefa porcion de micelio se le
agregaron 30 pl de NaOH 0,5 M. Luego, se triturd el mi-
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celio y se dejo reposar durante 10 minutos. A continuacion,
a cada tubo se agregaron 150 pl de una solucién Tris HCL
100 mM + EDTA 0.5 M, con un pH de 8, seguido de un
choque térmico a 95 °C durante 10 minutos. Finalmente,
las muestras se centrifugaron durante 5 min a 15000 rpm.
Para la amplificacion de la region ITS (Internal transcribed
spacer) y LSU (Large Subunit) se utilizaron los cebado-
re ITS1-F (5’'CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAZ) e ITS4
(5 TCCTCCGCTTATTGATATGC3’), mientras que para LSU
se emplearon: LROR (5’ ACCCGCTGAACTTAAGC3’)y LR5
(5'TCCTGAGGGAAACTTCGS3')e. Las reacciones de PCR
se realizaron con un volumen final de 32 pl compuesto por:
12,72 ul de H20 ultrapura, 16ul de 1X Taq polimerasa, 0,64
pl de cada cebador 0,2 uM y 2 pl de ADN. Las condiciones
de amplificacién consistieron en una desnaturalizacién a
95°C durante 10 min, seguido de 35 ciclos de 1 min a 94°C,
2 min a 63 °C y 2 min a 72°C, en base al protocolo™. Los
amplicones obtenidos fueron separados por electroforesis
en gel de agarosa al 2% que se tifio con SYBR- Safe DNA
gel stain. El tamafo de los fragmentos fue verificado por
comparacion con el marcador de peso molecular correspon
diente a 1000 pares de bases. Las condiciones en las que
se corrio el gel fueron a 150 V durante 40 minutos. Pos-
teriormente el gel se observé con la ayuda de un transilu-
minador (trans-UV y epi-white) con Image Lab™ Software,
BIO-RAD. Finalmente se cuantificaron los productos de
PCR en el NanoDrop 2000c y se enviaron a Macrogen para
la secuenciacién de las muestras.

Identificacion de especies

Para la limpieza de las secuencias se eliminaron los
nucledtidos de baja calidad de los extremos de cada se-
cuencia aplicando el software Geneious?. Adicionalmente,
se descartaron aquellas secuencias con menos de 400 pb.
Se realizé la comparacion de las secuencias de ADN proce-
sadas con la base de datos de GenBank, mediante Blastn
y Blastx (http://www.ncbi.nIm. nih.gov/BLAST). Empleando
Geneious, para cada secuencia se obtuvieron los primeros
10 hits considerando que exista un porcentaje de identidad
mayor al 98% de acuerdo a lo estipulado para el analisis
de unidades taxondmicas operativas empleando las regio-
nes ITS y LSU?'. Posteriormente, se realizd la seleccion
de secuencias considerando el porcentaje de identidad, el
numero de gaps, el E-value, la longitud de la secuencia,
entre otros. Con el listado de secuencias seleccionadas, se
elaboré un listado de las especies identificadas con su res-
pectivo cédigo de acceso a la base de datos de GenBank,
paso seguido usando el método Maximun Likelihood se
disefiaron arboles filogenéticos para identificar la relacién
evolutiva entre las especies asociadas al suelo del BPP uti-
lizando el software Mega X?2.

Crioconservacion de especies

Para la preservacion de los microorganismos obteni-
dos se siguio el protocolo de conservacion empleado en la
Coleccién de Cultivos Microbianos del CIBEZ. Los procedi-
mientos para el depdsito de cepas en la Coleccién fueron
en base a los protocolos internos del Plan de Manejo de mi-
croorganismos de la coleccién. Para garantizar una buena
conservacion del microorganismo se emplearon cajas Petri
con medios PDA con antibidtico en la que el microorganis-
mo se encontraba joven, pero con cuerpos fructiferos de
ser el caso, en caso de que el microorganismo solo presen-
tara micelio se debe esperar que esté al menos con un 80%
de crecimiento en placa Petri. Una vez alcanzado el tiempo

de crecimiento se realiza la conservacion manteniendo 5
tubos criogénicos con medio PDB (Potato dextrosa Broth)
y Glicerol para el método de crioconservacion, 3 tubos de
borosilicato con tapa con medio PDA para el método de
aceite mineral y 3 tubos criogénicos con agua para la con-
servacién en agua.

|
Resultados y discusién

Identificacion de hongos del BPP

En total se obtuvieron 64 aislados de las tres estacio-
nes recolectadas, de la cuales se contabilizaron un total de
38 especies unicas de hongos filamentosos asociados al
suelo del BPP. En la estacion Cuevas se encontraron 20
aislados, en la Tabla 1 se puede apreciar el listado de ce-
pas identificadas de la estacion Cuevas mediante técnicas
moleculares con sus respectivos porcentajes de identidad
y codigos de acceso para cada cepa. Ademas, se puede
observar los rasgos morfoldgicos de las cepas en la Figura
1, en esta area predomina el género Aspergillus, seguido
de Penicillium.

En la estacion Cafas se identificaron 26 cepas, en la
Tabla 2 se observa el listado de las cepas identificadas de
esta estacion por técnicas moleculares junto con su por-
centaje de identidad se puede observar también que por la
frecuencia de aparicion predomina el género Trichoderma,
seguido de Penicillium. En la Figura 2 se puede apreciar la
morfologia de cada cepa identificada.

Finalmente, la estacion FCV presenté un total de 18
cepas en total, en la Tabla 3 se puede apreciar el listado
de los hongos identificados en esta estacion junto con su
porcentaje de identidad y en la Figura 3 se observa las ca-
racteristicas morfolégicas de los hongos. De acuerdo con
la informacion obtenida se puede determinar que los gé-
neros que mas predominan en esta zona son Penicillium y
Aspergillus.

Con la informacién de los datos de frecuencias obte-
nidas de los hongos en cada sitio de recoleccion se rea-
liz6 un analisis de los géneros Unicos identificados con su
respectiva frecuencia por estacion. Los principales géneros
fueron Penicillium, Aspergillus y Trichoderma en el BPP. En
la Figura 4 se puede observar la frecuencia de aparicion
por cada género encontrado, es asi que para la Estacion
Cuevas se encontré una mayor abundancia de Aspergillus,
Penicillium, Trichodermay Talaromyces mientras que otros
géneros con menor frecuencia fueron Absidia, Cladospo-
rium, Curvularia, Gongronella y Humicola. Por otra parte,
en la Estacion Cafias ademas de Trichoderma, Aspergillus
y Penicillium se presentaron especies de Talaromyces, Ab-
sidia, Fusarium, Purpureocillium, Curvularia, Clonostachys
y Mariannaea con menor frecuencia. Por ultimo, la Esta-
cion FCV estuvo dominada por Penicillium, Aspergillus y
Fusarium, y en menor proporcidon se encontraron especies
de Trichoderma, Absidia, Purpureocillium, Cladosporium y
Cunninghamella.

Segun lo que se observa las tres estaciones varian muy
poco en la clasificacion de géneros encontrados, gracias a
su cosmopolita distribucién y siendo que estan en una posi-
cion geografica muy cercana, la poca variacion observada
en su micro diversidad puede sugerirse que es debido a
caracteristicas del suelo, factores ambientales, la presencia
de agua o factores humanos?*, lo que hace que muchos de
ellos presenten caracteristicas dominantes a estos factores
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Codigo Porcentaje de | Codigo de acceso Organismo
identidad
PITS_AO01 99.1% MH472977 Aspergillus flavipes
PLSU_BO01 100.0% OL772705.1 Aspergillus neoflavipes
PLSU_DO01 99.82% HQ646592.1 Penicillium guttulosum
PITS_EO01 99.8% MK690419 Curvularia lunata
PLSU_F01 100.0% NG_070046.1 Aspergillus keveii
PLSU_HO01 100.0% NG_069830.1 Trichoderma spirale
PLSU_AO02 98.95% MH870507.1 Gongronella butleri
PITS_B02 99.8% MW?757343 Aspergillus brasiliensis
PLSU_C02 100.0% OL772705.1 Aspergillus neoflavipes o
PLSU_E02 99.8% NG_069001.1 Penicillium limosum Tabla 1. Especies identifica-
das en la Estacion Cuevas
PLSU_F02 100.0% OL897074 Talaromyces liani (E1).
PLSU_G02 99.64% NG_070044.1 Cladosporium crousii
PLSU_HO02 99.82% OL711683.1 Aspergillus pseudonomiae
PLSU_A03 99.4% MW671548 Absidia sp.
PLSU_B03 99.63% NG 069973.1 Trichoderma amazonicum
PLSU_DO03 99.42% NG_069001.1 Penicillium limosum
PITS_EO03 100.0% MTO074667 Talaromyces flavus
PLSU _Fo03 99.8% NG 069001.1 Penicillium limosum
PLSU_GO03 99.8% NG 069001.1 Penicillium limosum
PITS_C04 99.19% LT993581.1 Huimicola fuscogrisea

Figura 1. Diversidad de hongos de la Estacion 1, Aspergillus flavipes (1), Aspergillus neoflavipes(2), Penicillium guttulo-
sum(3), Curvularia lunata(4), Aspergillus keveii(5), Trichoderma spirale(6), Gongronella butleri(7), Aspergillus brasilien-
sis(8), Aspergillus neoflavipes(9), Penicillium limosum(10), Talaromyces liani(11), Cladosporium crousii(12), Aspergillus
pseudonomiae(13), Absidia sp.(14), Trichoderma amazonicum(15), Penicillium limosum(16), Talaromyces flavus(17),
Penicillium limosum(18), Penicillium limosum(19), Humicola fuscogrisea(20).
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Codigo Porcentaje de Codigo de acceso Organismo
identidad

PLSU_E04 100.0% NG_056277.1 Purpureocillium lilacinum
PLSU_F04 99.8% NG 056277.1 Purpureocillium lilacinum
PLSU_G04 100.0% MN818596 Curvularia trifolii
PLSU_H04 100.0% OL897074 Talaromyces liani
PLSU_A05 100.0% OL772705.1 Aspergillus neoflavipes
PITS_BO05 99.8% MW763075 Absidia sp.
PLSU_CO05 100.0% NG 069973.1 Trichoderma amazonicum
PLSU_D05 99.8% NG_069973.1 Trichoderma amazonicum
PLSU_EO05 100.0% MNO017874 Purpureocillium lilacinum Tabla 2. Especies iden-
PLSU_G05 100.0% NG _ 070052 Aspergillus assiutensis tificadas en la Estacion
PITS_A06 100.0% MHS874891 Trichoderma pleuroti Canas (E2).
PLSU_Bo06 99.64% NG 063999.1 Penicillium vinaceum
PLSU_Co06 100.0% NG 069973.1 Trichoderma amazonicum
PLSU_DO06 99.1% NG 069831.1 Trichoderma tomentosum
PLSU_B03 99.63% NG_069973.1 Trichoderma amazonicum
PLSU_E06 99.6% NG 069830 Trichoderma spirale
PLSU_Fo06 99,29% NG 064073.1 Penicillium sizovae
PITS_GO06 99.1% MK784067 Trichoderma harzianum
PLSU_HO06 99.6% NG 069973.1 Trichoderma amazonicum
PLSU_A07 100.0% MG189915.1 Fusarium falciforme
PLSU_DO07 99.4% MW671548.1 Absidia sp.
PLSU_E07 100.0% NG 069973.1 Trichoderma amazonicum
PLSU_F07 99.6% MI874053.1 Clonostachys rossmanine
PLSU_GO07 99.29% NG_064073.1 Penicillium sizovae
PLSU_HO07 100.0% NG_069229.1 Mariannaea humicola
PLSU_A08 100.0% NG 070052.1 Aspergillus assiutensis

adversos?. El género Trichoderma es considerado una es-
pecie muy importante debido a su potencial microbiolégico
que permite ser evaluado frente a otros microorganismos
no benéficos gracias a su poder inhibitorio, ademas de su
buen metabolismo puede soportar diversas condiciones
ambientales lo que lo categoriza como una especie domi-
nante para muchos de los suelos forestales y agricolas?®-2,
sus beneficios también incluyen a la planta cuando se ha
convertido en unos de sus principales hospederos®. Por
otro lado, el género Penicillium conocido comunmente por
hallarse cerca de materia sapréfita es considerado uno
de los mayores promotores de crecimiento y fertilidad de
suelos, ya que genera metabolitos secundarios que pue-
den promover el crecimiento de las plantas convirtiéndose
en una fuente soluciones para la agricultura® y el género
Aspergillius considerado una especie productora de anflo-
toxinas, también es reconocida por tener accién antiviral,
antibacteria, antifungal®'.

Finalmente, géneros en menor proporcién como cur-
vularia, fusarium consideradas especies dominantes al en-
contrarse en muchos sutratos y en suelos agricolas pueden
llegar a ser desde hongos enddfitos hasta patdgenos de
plantas o suelos en descomposiciéon3?®, también el géne-
ro Purpureocillium algunos como patégenos de nemato-
dos pueden actuar produciendo metabolitos téxicos entre
otros*, el género Cladosporium es que ha sido considera-
do como mohos de interiores y exteriores, también se han

podido encontrar que algunas especies pueden compartir
caracteristicas de endofitos hasta propiedades de biorre-
mediacion®. Asi también, los géneros Cunninghamella,
Clamadomices y Absidia del género mucorales que pueden
ser oportunistas y causar afectaciones en la salud huma-
na%*, Clonostachys estudiados como posibles agentes de
control biolégico®”. En general, los hongos encontrados,
aunque en menor proporciéon sugiere la posibilidad de in-
corporarlos en pruebas de control bioldgico para la busque-
da de nuevos inhibidores para el control de plagas.

Arboles filogenéticos

Con la ayuda del programa MEGA y de un analisis
Maximun Likelihood, se obtuvo el arbol filogenético de las
secuencias analizados. A partir de las especies Unicas iden-
tificadas, se realizé el estudio de la relacion filogenética se-
gun de acuerdo a la region ITS y LSU lo que se observa
en la Figura 5. Como se puede observar, los géneros con
mayor relacion evolutiva fueron Aspergillus y Talaromyces.
Asimismo, Fusariumy Trichoderma se mantuvieron con es-
trecha cercania mientras que Penicillium, Cladosporium y
Curvularia estuvieron como taxones aislados. Ademas, es
necesario notar que aquellas especies con el mismo género
0 con cercania evolutiva poseen morfologias y tonalidades
similares en su micelio aéreo. Como se puede observar, los
géneros con mayor relacion evolutiva fueron Trichoderma,
Aspergillus 'y Penicillium. Por otro lado, Humicola, Absidia y
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Figura 2. Diversidad de hon
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gos de la Estacion 2. Purpureocillium lilacinum (1), Purpureocillium lilacinum(2), Curvularia

trifolii(3), Talaromyces liani(4), Aspergillus neoflavipes(5), Absidia sp.(6), Trichoderma amazonicum(7), Trichoderma ama-
zonicum(8), Purpureocillium lilacinum(9), Aspergillus assiutensis(10), Trichoderma pleuroti(11), Penicillium vinaceum(12),
Trichoderma amazonicum(13), Trichoderma tomentosum(14), Trichoderma amazonicum(15), Trichoderma spirale(16), Pe-
nicillium sizovae(17), Trichoderma harzianum(18), Trichoderma amazonicum (19), Fusarium falciforme (20), Absidia sp.(21),
Trichoderma amazonicum(22), Clonostachys rossmaniae(23), Penicillium sizovae (24), Mariannaea humicola (25).

Codigo Porcentaje
de identidad

PLSU_C08 100.0%
PLSU_D08 99.6%
PLSU_E08 99.8%
PLSU_F08 99.8%
PLSU_G08 99.7%
PLSU_HO08 99.6%
PITS_B09 100.0%
PITS_C09 99.79%
PLSU_D09 99.5%
PLSU_E09 100.0%
PLSU_HO09 99 4%
PLSU_A10 100.0%
PITS_B10 98.58%
PLSU_C10 100.0%
PITS_D10 99 6%
PLSU_E10 99.8%
PLSU_H10 100.0%
PITS_A11 98.38%

Codigo de acceso

MH483572
MW791866

OL711761
LC573561
MG569562
MT560198
NR 1644241
MH856410.1
MH876804
MT533257
MH877919
MT582790
KU324795.1
MN396388
MH856410
NG_063999
MK353174
MNO044891.1

Organismo

Penicillium rubidurum
Cladosporium cladospori-
oides
Aspergillus keveii
Aspergillus aculeatus
Cunninghamella echinulata
Purpureocillium sp
Fusarium falciforme
Penicillium vinaceum

Tabla 3. Especies identifica-
das en la estacion FCV (E3).

Penicillium shearii
Fusarium solani
Trichoderma erinaceim
Penicillium steckii
Fusarium solani
Aspergillus aculeatus
Penicillium vinaceum
Penicillium vinaceum
Penicillium citrinum
Absidia caatinguensis
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Figura 3. Diversidad de hongos de la Estacion 3. Penicillium rubidurum (1), Cladosporium cladosporioides(2), Aspergillus
keveii(3), Aspergillus aculeatus(4), Cunninghamella echinulata(5), Purpureocillium sp(6), Fusarium falciforme(7), Penici-
llium vinaceum(8), Penicillium shearii(9), Fusarium solani(10), Trichoderma erinaceum(11), Penicillium steckii(12) Aspergi-
llus aculeatus (13), Penicillium vinaceum(14), Penicillium vinaceum(15), Penicillium citrinum(15), Absidia caatinguensis(16).
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Cladosporium se presentaron como taxones aislados.

Conservacion de microorganismos

Finalmente 38 cepas fueron conservadas en la Colec-
cion de Cultivos Microbianos del CIBE bajo los métodos de
aceite mineral, crioconservacion y agua para fines de in-
vestigacion. Entre los microorganismos conservados con
su respectivo codigo de depdsito tenemos: Talaromyces
liani ( CCMCIBE-H721), Trichoderma inhamatum (CCM-
CIBE-H722), Penicillium javanicum (CCMCIBE-H723),
Curvularia lunata (CCMCIBE-H724), Absidia sp. (CCM-
CIBE-H725), Trichoderma inhamatum (CCMCIBE-H727),
Trichoderma erinaceum (CCMCIBE-H728), Trichoderma
saturnisporum (CCMCIBE-H730), Penicillium javanicum
(CCMCIBE-H731), Trichoderma amazonicum (CCMCI-
BE-H733), Trichoderma amazonicum (CCMCIBE-H734),
Fusarium solani (CCMCIBE-H735), Trichoderma spirale
(CCMCIBE-H736), Cladosporium cladosporioides (CCM-
CIBE-H738), Fusarium solani (CCMCIBE-H739), Purpu-
reocillium lilacinum (CCMCIBE-H740), Fusarium kerato-
plasticum (CCMCIBE-H741), Cladosporium ramotenellum
(CCMCIBE-H742), Penicillium vinaceum (CCMCIBE-H743),
Humicola fuscoatra (CCMCIBE-H744), Curvularia trifolii
(CCMCIBE-H745), Gongronella butleri (CCMCIBE-H746),
Talaromyces liani (CCMCIBE-H747), Purpureocillium sp.
(CCMCIBE-H748), Talaromyces funiculosus (CCMCI-
BE-H750), Mariannaea aquaticola (CCMCIBE-H753), As-
pergillus keveii (CCMCIBE-H754), Bionectria rossmaniae
(CCMCIBE-H756), Aspergillus keveii (CCMCIBE-H757),
Aspergillus germanicus (CCMCIBE-H758), Talaromyces
flavus (CCMCIBE-H759), Penicillium javanicum (CCMCI-
BE-H760), Penicillium javanicum (CCMCIBE-H762), As-
pergillus flavipes (CCMCIBE-H763), Penicillium vinaceum
(CCMCIBE-H764), Aspergillus flavipes (CCMCIBE-H765),
Aspergillus keveii (CCMCIBE-H767), Penicillium menono-
rum (CCMCIBE-H768)

En la actualidad, la conservacion de microorganismos
esta tomando mas auge debido a su importancia para el es-
tudio de nuevas especies de hongos y su futura aplicacién
en el area de la agricultura, farmacologia o alimentos?3%-40,
Muchas de las especies de hongos pueden verse afectadas
por condiciones climaticas como la sequia, temperaturas
altas o erosién*! por lo que programas de conservacion son
necesarios para mantener a través del tiempo biodiversidad
que beneficia al ecosistema en general.

La importancia de la implementacion de programas de
conservacion de la biodiversidad en Ecuador corresponden
a la preservacion del patrimonio natural del pais y sus pla-
nes de acciéon ayudan a reducir las presiones antrépicas
sobre estos ambientes debido a los constantes desafios
que surgen producto de la expansién urbana. La concienti-
zacion de preservar las areas protegidas a través de la in-
vestigacion cientifica debe estar incluida en las politicas de
los organismos gubernamentales del ambiente puesto que
Ecuador forma parte del Convenio de Diversidad Bioldgica
(CBD) vy los resultados de estas investigaciones permiten
un enfoque ecosistémico en los mecanismos de conserva-
cion*243,

|
Conclusiones

El presente trabajo de investigacion ha permitido de-
terminar la diversidad microbiana fungica en tres diferentes
zonas del bosque Protector Prosperina. Como resultado

se han obtenido 36 especies Unicas de hongos filamento-
sos a través del analisis molecular de las regiones LSU e
ITS del ADN, identificando que existe un gran diversidad
microbioldgica en el BPP que posee un gran potencial bio-
tecnologico. Se encontro que los géneros mas abundantes
en el BPP fueron Aspergillus, Penicillium y Trichoderma, es-
pecificamente en la estacién Cuevas se identificaron aque-
llos géneros acompafados de Cladosporium, Talaromyces,
Absidia, Curvularia, Humicola y Gongronella. En la estacion
Cafas se registraron especies de Talaromyces, Absidia,
Fusarium, Curvularia, Purpureocillium, Clonostachys y Ma-
riannea y en la estacion FCV también se presentaron los
géneros Cladosporium, Absidia, Purpureocillium, Cinnin-
ghamella y Cladosporium. La estudios de la biodiversidad
del BPP contribuyen al conocimiento de nuestra riqueza
microbiana y constituye una base para nuevas investiga-
ciones en la exploracion de hongos filamentosos en los
bosques secos tropicales de la costa ecuatoriana. Por otro
lado, los resultados permitieron la crioconservaciéon de un
total de 38 cepas de hongos filamentosos en la Coleccion
de Cultivos Microbianos del CIBE lo que permitira investiga-
ciones futuras para la busqueda de enzimas o metabolitos
secundarios de interés en la biotecnologia y el desarrollo
sostenible.
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