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RESUMEN

La Bahia de Panama, debido a su ubicacioén geogréfica estratégica, es un lugar
importante para realizar diferentes actividades socioecondémicas que contribuyen
al desarrollo del pais. Sin embargo, el aumento de estas actividades, asi como
también el impacto de las comunidades locales, ha generado preocupaciones
sobre la calidad del agua, dado que la contaminacién puede favorecer la
proliferacion de hongos filamentosos patdégenos emergentes, produciendo
enfermedades en individuos inmunocomprometidos. Es por esto, en el presente
estudio se llevo a cabo la identificacion de caracteristicas a nivel morfologico y
molecular de los principales hongos filamentosos patégenos aislados de
muestras de agua provenientes de 12 sitios de la Bahia de Panama, con el
objetivo de determinar las relaciones filogenéticas a nivel molecular y
confeccionar una base de datos que incluya los hongos patégenos que pueden
provocar un posible riesgo a la salud publica. Para ello, la metodologia se basé
en una investigacion exploratoria-descriptiva, a partir de 12 sitios de muestreo a
lo largo de la zona costera de la Bahia de Panam@, cercanos a colectores de
aguas servidas, desde la urbanizacion Costa del Este y Calzada de Amador.

A partir de las secuencias obtenidas de las cepas fungicas, se consultaron bases
de datos publicas para identificar organismos con alta similitud genética,
considerando su distribucion geogréfica. Con esta informacion, se construy6 un
arbol filogenético utilizando el modelo evolutivo TIM2e+G4. La construccion del
arbol se realiz6 mediante el método Neighbor-Joining. El total de los hongos
filamentosos analizados son 65 cepas fungicas, se identificaron mediante
estudio molecular y andlisis filogenético algunos géneros de importancia médica
como: Cladosporium tenuissimum, C. colocasiae, C. perangustum, C.
cladosporioides, C. halotolerans, Aureobasidium melanogenum, Talaromyces
domesticus, T. atroroseus, Diaporthe acaciarum, Pseudocercospora sordida,
Neopestalotiopsis  formicarum,  Exophiala  oligosperma, Trichoderma
longibrachiatum, Penicillium menonorum, P. chrysogenum, P. osmophilum,
Fusarium nirenbergiae, F. oxysporum. Algunas de las especies identificadas han
sido reportadas como agentes fungicos con alto potencial de patogenicidad en
humanos. Se ha vinculado por presentar su amplia distribucién y su capacidad
de causar desde onicomicosis y queratitis hasta infecciones diseminadas en
pacientes inmunosuprimidos. Esto facilitd analizar la similitud entre secuencias
halladas para cada cepa fungica correspondiente con diferentes hongos
identificados en estudios previos para la elaboracion de arboles filogenéticos.

Palabras clave: hongos filamentosos, patdégenos, aguas, ADN gendmico,
insalubridad, inmunocomprometidos, aguas servidas, carga fungica.



ABSTRACT

The Panama Bay, due to its strategic geographic location, is an important place
for different socioeconomic activities that contribute to the development of the
country. However, the increase in these activities, as well as the impact on local
communities, has raised concerns about water quality, as contamination may
favor the proliferation of emerging filamentous pathogenic fungi, leading to
disease in immunocompromised individuals. For this reason, the present study
was carried out to identify morphological and molecular characteristics of the
main pathogenic filamentous fungi isolated from water samples from 12 sites in
the Bay of Panama, in order to determine the phylogenetic relationships at the
molecular level and to create a database that includes pathogenic fungi that may
cause a possible risk to public health. For this purpose, the methodology was
based on an exploratory-descriptive research, from 12 sampling sites along the
coastal area of the Panama Bay, near sewage collectors, from the Costa del Este
and Calzada de Amador urbanization.

From the sequences obtained from the fungal strains, public databases were
consulted to identify organisms with high genetic similarity, considering their
geographic distribution. With this information, a phylogenetic tree was
constructed using the TIM2e+G4 evolutionary model. The tree was constructed
using the Neighbor-Joining method. The total number of filamentous fungi
analyzed are 65 fungal strains, some genera of medical importance were
identified by molecular study and phylogenetic analysis as: Cladosporium
tenuissimum, C. colocasiae, C. perangustum, C. cladosporioides, C.
halotolerans, Aureobasidium melanogenum, Talaromyces domesticus, T.
atroroseus, Diaporthe acaciarum, Pseudocercospora sordida, Neopestalotiopsis
formicarum, Exophiala oligosperma, Trichoderma longibrachiatum, Penicillium
menonorum, P. chrysogenum, P. osmophilum, Fusarium nirenbergiae, F.
oxysporum. Some of the identified species have been reported as fungal agents
with high potential for pathogenicity in humans. They have been linked for their
wide distribution and their ability to cause everything from onychomycosis and
keratitis to disseminated infections in immunosuppressed patients. This
facilitated the analysis of the similarity between sequences found for each fungal
strain corresponding to different fungi identified in previous studies for the
elaboration of phylogenetic trees

Key words: filamentous fungi, pathogens, water, genomic DNA, insalubrity,
immunocompromised, sewage, fungal load.
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INTRODUCCION

La Bahia de Panama desde que inicio la urbanizacién de la actual ciudad de
Panama ha sido uno de sus mas importantes atractivos turisticos. En décadas
pasadas los ciudadanos podian gozar de sus playas que, por lo general, se
encontraban cerca de areas urbanas. Las mismas han desaparecido en su
totalidad debido a rellenos por la demanda de una expansion urbanistica y las
playas que aun quedan sufren un gran grado de contaminacion por desagies de
aguas residuales y pluviales, limitando su atractivo turistico.

El incremento en la importancia de la contaminacion marina para la salud de los
ecosistemas costeros esta intimamente vinculado con el aumento de la
poblacion y el desarrollo de varias actividades econdmicas. Las acciones
incorrectas en la gestion de residuos solidos y liquidos derivados de fuentes
domésticas, agricolas e industriales aportan de manera considerable a la
degradacion del medio marino, provocando consecuencias ecolégicas,
socioeconémicas y de salud publica. Por lo tanto, la existencia de hongos que
podrian ser patdgenos en aguas crudas supone un peligro significativo, dado
que, frente a condiciones favorables del hospedero, pueden colonizar, infectar y
causar graves problemas de salud, especialmente en grupos vulnerables.

En la actualidad, los paises de la regiébn Centroamericana, incluyendo a Panama,
no cuentan con un programa o metodologias que permitan evaluar los problemas
asociados a contaminacion microbiol6gica ambiental, principalmente a nivel de
hongos filamentosos patdgenos asociados a animales. Para proteger este
recurso natural que es parte de la economia del pais por los visitantes turistas,
las zonas de recreo y la salud publica, es fundamental conocer la diversidad y
cantidad de hongos filamentosos que se encuentran en estas aguas porque
pueden ser potencialmente peligrosos para la salud humana.

Las investigaciones sobre la deteccién de hongos en agua son escasas y se
basan principalmente en métodos de identificacion morfolégica tradicionales.
Estos métodos a menudo requieren identificar la especie del hongo para
determinar si es el responsable de la infeccion. Para validar los hallazgos de la
identificacion morfolégica, es necesario agregar técnicas de identificacion
molecular, por esta razdn, esta propuesta se desarroll6 como un estudio
exploratorio-descriptivo, que propone el empleo de herramientas de
identificacion morfologica clasica, molecular y el analisis filogenético,
proporcionando un importante aporte para confirmar los trabajos de investigacion
cientificas de la Universidad de Panama.
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Por ello, este estudio tiene como objetivo detectar e identificar a nivel morfolégico
y molecular las especies de hongos filamentosos patdégenos aislados de
muestras de agua provenientes de 12 sitios de la Bahia de Panamé, mediante
enfoques morfologicos y moleculares. Con el fin, en primer lugar, identificar
mediante técnicas morfoldgicas las cepas de los principales hongos filamentosos
patdgenos en las muestras de agua de la Bahia de Panama, caracterizar a nivel
molecular, mediante la amplificacion y secuenciacion de las regiones
conservadas ITS de cepas fungicas a nivel de género y de especie. Asimismo,
determinar las relaciones filogenéticas entre las especies de hongos
filamentosos caracterizados a nivel molecular y confeccionar una base de datos
a nivel macro y micromorfologico de las cepas de los principales hongos
filamentosos identificadas en las muestras de agua de la Bahia de Panama.

Esta investigacion se estructura en varios capitulos que tratan de manera
progresiva los diferentes componentes del estudio. EIl Capitulo | se refiere al
marco tedrico, en la que se expone los antecedentes significativos como estudios
previamente realizados, ideas fundamentales y la base cientifica que respalda la
investigacion sobre los hongos filamentosos patdgenos, taxonomia e
identificacion, géneros de importancia médica y las infecciones causadas por los
hongos. El Capitulo 1l describe la metodologia utilizada, especificando el tipo de
investigacion exploratorio-descriptiva, procedencia de las muestras examinadas,
asi como los procedimientos y técnicas empleados para la identificacion
morfologica y molecular. EI Capitulo Il contiene los resultados y discusion
alcanzados sore los datos obtenidos, acompafiados de figuras, cuadros y
explicaciones que representan los descubrimientos mas significativos. El
Capitulo IV explica las conclusiones extraidas de la investigacion, las
recomendaciones para futuros estudios y anexos.

13



OBJETIVOS

Objetivo General

Detectar a nivel morfologico y molecular las especies de hongos filamentosos
patogenos aislados de muestras de agua provenientes de 12 sitios de la Bahia
de Panama.

Objetivos especificos

= Identificar mediante morfologia las cepas de los principales hongos
filamentosos patdégenos en las muestras de agua de la Bahia de Panama.

= Caracterizar a nivel molecular, mediante la amplificacion y secuenciacion de
las regiones conservadas ITS de cepas fungicas a nivel de género y de
especie.

 Determinar las relaciones filogenéticas entre las especies de hongos
filamentosos caracterizados a nivel molecular.

= Confeccionar una base de datos a nivel macro y micromorfologico de las
cepas de los principales hongos filamentosos identificadas en las muestras
de agua de la Bahia de Panama.

HIPOTESIS DE TRABAJO

Ha: Se confirma la presencia de hongos filamentosos patégenos aislados de
muestras de agua provenientes de 12 sitios de la Bahia de Panama.

Ho: No se confirma la presencia de hongos filamentosos patdégenos aislados de
muestras de agua provenientes de 12 sitios de la Bahia de Panama.

14



CAPITULO |
MARCO TEORICO
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1 MARCO TEORICO
1.1 ANTECEDENTES

1.1.1 Hongos

Los hongos han estado en la historia de la Tierra y sus habitantes, siendo
protagonistas entre los primeros organismos eucariéticos desde la llegada de los
seres vivos. Se pueden encontrar en la naturaleza, en todos los habitats
terrestre, acuatico y aéreo (Ausworth et al, 2008). Antiguamente los hongos
fueron considerados como plantas inferiores en la categoria de las criptbgamas
y en la divisiéon (Phylum) Thallophita”, al no realizar fotosintesis, caracteristica
esencial de las plantas los ubicaron en su propio reino Fungae o Fungi, del latin
fungus que quiere decir hongo, por ello, 1969 Robert Harding Whittaker agrup6
a los seres vivos en cinco reinos (Mdnera, Protista, Fungae, Plantae y Animalia),
en 2002, Kendrick, teniendo en cuenta también la inmunologia y la biologia
molecular, clasifico a los seres vivos en siete reinos (Archeabacteria, Eubacteria,
Chromista, Protozoa, Fungi, Plantae y Animalia), los dos primeros tienen células
procariontes y, los demas son eucariontes (Estrada & Ramirez, 2019; Cepero,
2012). Los hongos se originaron como un grupo distintivo de eucariotas
unicelulares en el Precambrico. Estimaciones recientes del origen del reino
fungico basadas en el andlisis de relojes moleculares que van desde hace 760
millones de afios hasta hace 1.060 millones de afios (Money et al., 2016).

La mayoria de los hongos poseen escaso poder patégeno, sin embargo, algunas
especies han logrado adaptarse a las condiciones desfavorables impuestas por
el huésped y desarrollarse en sus tejidos. Los patdgenos deben poseer ciertas
caracteristicas que les permitan sobrevivir en tal ambiente, asi como
mecanismos para evadir las defensas del huésped. Las formas de virulencia de
un microorganismo dependen tanto de las caracteristicas del microorganismo
como del propio hospedero, por lo que el establecimiento de una enfermedad
infecciosa depende del estrecho equilibrio entre el hospedero y el
microorganismo (Clemons & Stevens, 2000; Casadevall & Pirofski, 2001).

Actualmente, se ha observado un incremento de las infecciones por hongos
porque forman parte del microbiota del ser humano, o bien, por aguellos hongos
considerados saprétrofos y que se encuentran en el ambiente colonizando una
gran diversidad de sustratos (suelo, agua o aire). Estos hongos, en situaciones
de inmunodeficiencia del hospedero, pueden colonizar, infectar y producir
enfermedad, incluso llevarlo a la muerte (Webster & Weber, 2009).

En la segunda mitad del siglo XX, las enfermedades por hongos se convirtieron
en un problema médico importante, cuando los avances de la medicina moderna
junto con la epidemia del VIH provocaron que un gran numero de personas
tuvieran la inmunidad deteriorada. Esta inmunidad deteriorada es causada por
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otros problemas de la salud como el asma, SIDA, cancer, trasplantes de 6rganos
y terapias con corticosteroides.

Es probable que en el futuro cercano aumente la prevalencia de enfermedades
fungicas (Casadevall, 2018). Las enfermedades causadas por hongos son
dificiles de controlar porque son cronicas, dificiles de diagnosticar y de erradicar
con medicamentos antimicoticos. Mas de 1,5 millones de personas mueren a
causa de enfermedades fungicas y mas de mil millones sufren consecuencias
(Bongomin et al., 2017). A pesar de que la mayoria de las muertes por micosis
son evitables, siguen siendo un tema descuidado por las autoridades de salud
publica.

1.1.2 Hongos filamentosos

Los hongos son organismos eucariotas Unicos debido a sus caracteristicas
morfologicas, fisioldégicas y genéticas, las mismas presentan caracteristicas
ubicuas y pueden colonizar cualquier matriz del entorno natural, desempefiando
un papel importante en el mantenimiento de los ecosistemas. Dada la variedad
de matrices, los ambientes acuéticos, tanto marinos como de agua dulce,
también estan constantemente colonizados por hongos. El gran éxito en la
evolucion de este grupo heterogéneo de organismos se debe a la gran cantidad
de especies, la diversidad de nichos y habitats ocupados, y la simbiosis
(mutualista y patoldgica) con otros organismos, principalmente plantas, depende
de su capacidad para sobrevivir (Anastasi et al., 2013).

Estos organismos eucariotas pueden presentar diferentes tipos de micelios tanto
multicelulares como unicelulares, los hongos multicelulares (llamadas hongos
filamentoso o mohos), estan compuestas de hifas filamentosas, y el conjunto de
hifas recibe el nombre de micelio. Las hifas pueden estar divididas en partes
generalmente multinucleadas mediante septos perforados denominadas hifas
septadas o pueden no tener ninguin septo denominadas cenociticas (Carrillo &
Bejarano, 2007; Estrada & Ramirez, 2019). El crecimiento filamentoso que forma
hebras de micelio es una gran ventaja para la colonizacion del suelo donde la
distribucion de los nutrientes no es homogénea, es decir, estos actian como vias
para el paso de estos nutrientes que a su vez crea una red que enlaza los
recursos (Baldrian, 2008). Estas estructuras son las unidades basicas de los
hongos y presentan paredes celulares conformadas de quitina.

1.1.3 Estructuras y reproduccion de los hongos

Los hongos para mantener su capacidad de adaptacion deben poder
reproducirse facilmente. Los mismos se reproducen por medio de esporas
asexuales y/o sexuales y, en casos especiales, a través de pequefos fragmentos
de micelio (ver Figura 1). La reproduccion involucra la formacion de nuevos
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individuos que posean todas las caracteristicas de la especie y puede ser de dos
tipos: asexual y sexual. La asexual en hongos inferiores levaduras y microhongos
hay presencia de conidiéforos. En la sexual en hongos superiores hay presencia
de cuerpo fructiferos; por otra parte, algunos hongos presentan ambos: la
reproduccion asexuada se denomina anamorfa o mitosporica y la reproduccion
sexuada o también conocida como perfecta se conoce como teleomorfa. Cuando
presentan ambas formas de reproduccion se denominan holomorfos (Arenas,
2014).

REPRODUCCION SEXUADA

Apareamiento homotdlico Reproduccién isogdmica Zigoto

Micelio cenocitico Zigospora

REPRODUCCION ASEXUADA

Esporangiospora

Esporangio

Columela

Esporangiéforo
Mucorales Entomophthorales

Figura 1. Esquema de reproduccion de sexuada y asexuada de los hongos.
Microorganismos cuya morfologia y ciclos de vida pueden presentar talo proveniente de una sola
espora y se llama homotalico. Si los gametos son iguales, la reproduccion es isogamica, el
elemento de la fusion se denomina zigoto, y la espora, zigospora. Esta es la reproduccion
sexuada en zigomicotina. Modificada de Deacon JW. Introducciéon a la micologia médica
moderna. México: Noriega Limusa, 1988.

A través de su reproduccion los hongos producen esporas, que son estructuras
resistentes en condiciones adversas lo que le permite al hongo sobrevivir y
colonizar otros lugares si los factores abioticos favorecen la germinacion.
Ademas, los hongos pueden multiplicarse indefinidamente dependiendo de los
recursos disponibles y de las condiciones favorables de desarrollo (Carrillo &
Bejarano, 2007).

Los hongos multicelulares estan compuestos de hifas filamentosas, y el conjunto
de hifas recibe el nombre de micelio. Las hifas pueden estar divididas en partes
generalmente multinucleadas mediante septos perforados llamadas hifas
septadas o0 pueden no tener ningln septo denominadas cenociticas (Carrillo &
Bejarano, 2007; Estrada & Ramirez, 2019). Las hifas tabicadas, presentan
tabigues o septos a intervalos regulares. Los hongos mas evolucionados tienen
hifas tabicadas que ayudan a evitar la desecacion y contribuyen a la
diferenciacion celular (ver Figura 2). Estas estructuras también permiten que el
micelio se divida, lo que facilita la reparacion y la contencion de dafios
localizados (Riera et al., 2019). Estas hifas tienen una pared celular conformadas
de quitina y b-glucanos, esta proporcion varia segun la posicion sistematica de
los hongos. Algunos hongos cuentan con una pared contiene una gran cantidad
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de quitina (N-acetil glicosamina), mientras que otras contienen complejos
polisacaridos y proteinas, donde la cisteina es el principal componente. La
rigidez de la estructura del hongo se debe a estos compuestos.

Figura 2. Esquema representando el desarrollo y formacién de una hifa en el medio
ambiente. Modificada de Cours superieur de mycologie médicale. Paris. Institut Pasteur, 1980.

El citoplasma avanza por la extensa pared celular del micelio de mohos para
dispersarse y buscar nutrientes (Carrillo & Bejarano, 2007; Estrada & Ramirez,
2019). La membrana celular contiene organulos, material citoplasmatico y
nucleos, estas estructuras son las unidades basicas de los hongos (ver Figura
3). Todos los hongos, excepto las especies del género Pneumocystis, tienen
ergosterol en su membrana celular, un lipido muy parecido al colesterol de las
células humanas. Este esterol puede utilizarse para la identificacion y
cuantificacion de géneros fangicos, y sirve como sitio diana para los antifingicos
del grupo de los azoles, alilaminas y polienos que tienen actividad fungistatica o
fungicida (Riera et al., 2019).

HIFA LEVADURA
S Reticulo
Reticulo _p endopldsmico
t‘ndophsmx(o Rlbosonn / : | /Ml(ommim
'oro septa
Vesiculas P _ Nacleo
5 Pared —] . Cuerpo
G- ?5" Y oy~
MICELIO S22 / ﬂ &7\ Vacuola
i 7| VI(UO| as Corpdsculo § Aparato
f’h(o(ondrn \/ P"(‘d Cu(‘rpo de Woronin Cicatriz de Golgi
Aparato Nuth olo lipidico gemante

de Golgi
Tabique completo

MICELIO CENOCITICO

Hifa muerta

Figura 3. Esquema ultraestructural de los hongos filamentosos y levaduriformes.
Modificada de Cours superieur de mycologie médicale. Paris. Instituto Pasteur, 1980.
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En algunos hongos, una pseudohifa es una estructura formada por una cadena
de células. Esta estructura se produce cuando las células hijas generadas por
gemacioén se unen a la célula madre, lo que da la impresién de hifas, pero no son
hifas verdaderas (Riera et al., 2019).

Los conidioforos son estructuras especializadas de algunos hongos
filamentosos que se encargan de producir y liberar conidios (ver Figura 4). La
reproduccion y dispersion del hongo estan a cargo de esporas asexuales
llamadas conidios, que nacen directamente del micelio o dentro de cuerpos
fructiferos (Cepero et al., 2012).

Microconidios > 1ra serie de

Esterigmas 4

2da serie de
esterigmas

Vesicula

Conidiéforo

U/

7/

Figura 4. Esquema de las partes estructurales que conforman un conidiéforo. Estructuras
de conidiéforo tipo Aspergillus sp. y Micromorfologia a 40X. Tomado de Repositorio
institucional por Ascencio et al., 2021.

Estas estructuras especializadas, que producen conidios de manera asexual,
presentan variaciones significativas en cuanto a su forma, tamafio y disposicion,
lo que permite diferenciar entre géneros y especies (ver Figura 5) (Cepero et al.,
2012).

Penicillium Phialophora
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Figura 5. Esquemarepresentativo de un conidioforo. a) muestra un conidiéforo de Penicillium
sp. b) muestra un conidiéforo de Phialophora sp. Tomado de Eubacteria, por Gallego, E., 2016.
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Reproduccién asexual

Los mohos se reproducen asexualmente en la mayoria de los casos y las
estructuras sexuales s6lo aparecen cuando las circunstancias son favorables o
se encuentran micelios de distinta polaridad (Carrillo & Bejarano, 2007). Son
numerosos los hongos que comparten ambos tipos de reproduccion y se integran
simultdneamente en dos divisiones diferentes. Los Ascomycetes, Zygomycetes
y algunos Basidiomycetes también exhiben reproduccion anamorfica (Mufioz et
al., 2016). En micologia médica se suele emplear el nombre que identifica la
forma de reproduccion asexual, dejando el resto de las complejidades de la
taxonomia de los hongos a los micélogos (Zubeldia et al., 2021).

La reproduccion se lleva a cabo a través de esporas producidas por una célula
especializada o una conidiégena, las cuales son externas y se llaman conidios,
y solo las endosporas o0 esporangiosporas son internas en los Zigomicotas
(Arenas, 2014, Carrillo & Bejarano, 2007). Una estructura diferente que sostiene
una o mas células conidiébgenas se llama conidiéforo, y el proceso se llama
conidiogénesis.

La reproduccion asexual es crucial para la propagaciéon de la especie porque
permite la produccion de numerosos individuos, especialmente porque el ciclo
asexual se repite varias veces al afio (Ugalde, 2013). La ventaja de este tipo de
reproduccion es el gran niumero de esporas que se forman y la rapidez con que
se lleva a cabo el proceso. Los hongos filamentosos pueden reproducirse
simplemente fragmentando las hifas o creando estructuras especializadas
(células conidibgenas o esporangios). Por otro lado, las levaduras pueden
reproducirse mediante gemacion, fision binaria o fragmentacion (Uribarren et al.,
2016).

Hay formaciones que se distinguen por la presencia de algunas de las formas de
reproduccion asexual mas comunes: un esporangio, estructura con forma
comunmente globosa que presenta una membrana simple que contiene muchas
esporas, generalmente en el extremo de un esporoforo (ver Figura 6). Los
esporangios (merosporangios) son aguellos que tienen pocas esporas. Las
clamidosporas y los esclerocios, que estan formados por un conjunto
macroscopico de hifas apelmazadas como un tejido, y son estructuras de
resistencia (Carrillo & Bejarano et al., 2007).
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Figura 6. Esquema de las partes estructurales que conforman un esporangiéforo.
Caracteristicas de Mucor sp., y muestra de examen directo tefiido con azul de algodon lactofenol
al 40x. Adaptado de Repositorio institucional por Ascencio et al., 2021.

Las conidias son estructuras que se producen por una célula especializada
conocida como célula conididgena. Esta célula también puede provenir
directamente de una hifa vegetativa o de estructuras distintas. Algunos hongos
producen conidias que presentan diferencia de tamafos entre pequefias y
grandes, conocidas como macroconidias y microconidias pequefas. Las
clamidosporas (clamidoconidias) son comunes en todos los tipos de hongos y
se forman a través de la condensacion del citoplasma y el espesamiento de la
pared celular; forman formas de reproduccién (Delgado et al.,, 1994). Son
estructuras de resistencia con paredes gruesas que producen la levadura
cuando se encuentran en ambientes adversos (ver Figura 7). Estos pueden
encontrarse modificando una célula hifal preexistente de reproduccion en forma
intercalar o terminal (Ascencio et al., 2021).
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Figura 7. Esquema de las partes estructurales que conforman una clamidoconidios.
Caracteristicas de Candida dubliniensis, y muestra de examen directo tefiido con azul de algodoén
lactofenol al 40x. Tomado de Repositorio institucional por Ascencio et al., 2021.
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Por otro lado, las blastosporas son conidios que se forman a partir de la
gemacion o blastogénesis de una célula conidibgena que permanece fija. Se
pueden encontrar aislados, en racimos o cadenas (Arenas, 2014). Las
fialosporas se desarrollan en una célula conidibgena en forma de florero
llamada fialide. Su base es ensanchada, tiene un cuello terminal y un collarete.
Es posible que estén en un conidioforo o directamente en la hifa vegetativa o que
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estén en un conidiéforo complejo (Arenas, 2014). Las anelosporas es el primer
conidio se forma en la extremidad de la célula conidibgena como un simple
ensanchamiento, pero cada nuevo conidio se produce por gemacion a través de
la cicatriz en forma de anillo que deja el conidio anterior (Arenas, 2014). Los
artroconidios (artrosporas) se producen mediante la fragmentacion de la hifa
en células individuales (Estrada & Ramirez, 2019). Después de cinco a diez dias
de crecimiento, se observan estructuras en forma de barril con paredes gruesas
de 2,5-4,3 x 3-8 um, libres o intercaladas con una célula vacia a lo largo de la
hifa, lo que permite la identificacion del hongo (Riera et al., 2019).

La gemacién es la produccién de gemas en una posicion polar, y ocasionalmente
por fisiobn dependiendo de la especie. En medios limitados la gemacién puede
producir células alargadas que, cuando se alinean a lo largo del plano de division,
parecen una hifa. Sin embargo, estas células se llaman pseudohifas o también
conocidas como hifas falsas (ver Figura 8). Sin embargo, también se pueden
formar algunas hifas verdaderas (Méndez-Tovar et al., 2010).

) Pseudohifas

_ Levaduras \,_\
Figura 8. Esquema de las partes estructurales de pseudohifas. Muestra examinada con

hidréxido de potasio al 40X. Tomado de Repositorio institucional por Ascencio et al., 2021.
Identificacion de hongos oportunistas de interés clinico.

Reproduccién sexual

La reproduccién sexual en los hongos es menos frecuente que la asexual y esta
regulada por factores ambientales, nutricionales y genéticos, y ocurre cuando las
condiciones son adecuadas (Ugalde, 2013). La recombinacion genética es
responsable de la creacidon de nuevos genotipos y permite que los hongos se
adapten a una variedad de ambientes (Cepero et al., 2012). La reproduccion
sexual o perfecta de los hongos se produce en los 6érganos sexuales, llamados
gametangios, éstos pueden formar células sexuales diferenciadas llamadas
gametas, 0 en su lugar pueden contener uno 0 mas nudcleos gaméticos. El
término isogametangia e isogametas indica gametangios y gametas que son
morfolégicamente iguales; heterogametangia y heterogametas indica
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gametangios y gametas masculinos y femeninos morfolégicamente diferentes
(Estrada & Ramirez, 2019).

La diferenciacidén sexual ocurre al principio del ciclo de reproduccién sexual y en
algunos hongos pueden ocurrir procesos fisiologicos como la telemorfosis y el
cigotropismo, ambos controlados por feromonas, siendo la creadora de la
formacion de estructuras especializadas de apareamiento (Cepero et al., 2012;
Carrillo & Bejarano, 2007).

Después de esta etapa inicial de diferenciacion morfolégica y de reconocimiento,
la pared de las dos células especializadas se disuelve, lo que fusiona sus
citoplasmas, permitiendo que los nucleos haploides de las dos células
compatibles se encuentren en el mismo citoplasma, esta etapa se llama
plasmogamia. Después de la plasmogamia, el hongo pasa de una condicién
monocaribtica, es decir, con nucleos genéticamente uniformes, a una condicion
dicariotica. Luego de esta etapa, se produce la cariogamia, que es la fusién de
dos nucleos haploides compatibles para formar el nacleo diploide (2n). Por lo
tanto, dos ndcleos haploides daran lugar a cuatro nuevos nacleos recombinados
haploides (n). En la dltima fase, conocida como meiosis, ocurre una
recombinacién de ADN y entrecruzamientos en los cromosomas, lo que conduce
a la formacion de nacleos haploides que, a su vez, forman las esporas sexuales
haploides (basidiosporas y ascosporas) a través de la esporogénesis. La ventaja
de este tipo de reproduccién es el gran nimero de esporas que se forman vy la
rapidez con que se lleva a cabo el proceso.

El reino Fungi incluye a los hongos verdaderos, organismos eucariotas que se
reproducen tanto sexual como asexualmente, dependiendo de la especie y las
condiciones ambientales. Actualmente, el reino se clasifica en varios filos
principales, entre ellos: Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota,
Glomeromycota, Mucoromycota y Zoopagomycota, reemplazando a la antigua
categoria de Zygomycota, que ha sido desestimada por no representar un grupo
monofilético (Spatafora et al., 2016).

En el filo Ascomycota, la reproduccién puede ocurrir de manera sexual o
asexual. La reproduccion asexual implica la creacion de esporas llamadas
conidios directamente a partir de las hifas, sin la creacion de un cuerpo fructifero;
que posteriormente, se esparcen por varias vias (Kuhar et al., 2021). Cuando se
presenta la reproduccion sexual en un area del cuerpo fructifero se forma un
tejido fértil en donde los ascomicetos producen esporas sexuales denominadas
ascosporas, las mismas se encuentran ubicadas dentro de los ascos, que
generalmente se encuentran en un cuerpo fructifero llamado ascoma, siendo
esta una de las caracteristicas mas representativas de este grupo de hongos. .
Existen diferentes formas de ascomas, por ejemplo, el denominado apotecio que
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se distingue por presentar la forma de una copa, como ocurre en (Cookeina
speciosa). También puede ser estructuras globosas cerradas que se conocen
como cleistotecio o en ocasiones el ascoma tiene forma de pera con una abertura
llamadas ostiolo (Carrillo & Bejarano, 2007).

El filo Basidiomycota, se producen sus esporas sexuales conocidas como
basidiosporas ubicadas sobre los basidios que se encuentran en un cuerpo
fructifero llamado basidioma. Estos basidios suelen ser de gran tamario y luego
se denominan setas, o0 bejines si son redondos (Carrillo & Bejarano, 2007). Las
basidiosporas germinan para formar micelios haploides de un solo nucleo,
también conocidos como micelios primarios, en un ciclo sexual tipico. Estos
micelios tienen una vida corta debido a la plasmogamia rapida. Después de la
plasmogamia, los hongos del filo Basidiomycota experimentan una etapa
prolongada de crecimiento del micelio dicarién o secundario, con mitosis en los
nacleos compatibles (Cepero et al., 2012). El micelio dicariético, también
conocido como micelio secundario, surge como resultado de este evento y se
desarrolla el cuerpo fructifero, también conocido como basidioma, en cuyo
himenio se desarrollaran los basidios. Estos basidios son dicariéticos al principio,
pero pronto experimentan cariogamia, lo que da como resultado un solo nucleo
diploide. Después, se realizan las dos fases de la divisibn meidtica, lo que da
como resultado la formacién de cuatro ndcleos haploides. Mientras tanto, a
medida que madura el basidio, cambia su forma y forma esterigmas,
prolongaciones de su citoplasma, hacia las cuales migraran los cuatro nacleos
para formar las basidiosporas.

La antigua clasificacion del filo Zygomycota ha sido descartada, ya que estudios
filogenéticos basados en datos gendmicos demostraron que no constituye un
grupo monofilético. En su lugar, los hongos anteriormente agrupados en este filo
han sido reclasificados en dos filos principales: Mucoromycota vy
Zoopagomycota. Mucoromycota incluye hongos micorrizicos, saproétrofos y
algunos patdgenos, mientras que Zoopagomycota agrupa principalmente
paradsitos de pequefios animales, protistas y otros hongos. Esta nueva
clasificacion refleja de manera mas precisa la diversidad y evolucion del reino
Fungi.

Los hongos del filo Chytridiomycota tienen habitats acuaticos como estuarios,
arroyos y cuerpos de agua marinos, lo que les permite movilidad durante el
estadio reproductivo. La espora, también conocida como forma reproductiva, se
presenta en forma de zoospora con un solo flagelo y, dependiendo de las
condiciones ambientales, puede permanecer inactiva por mucho tiempo. Muchos
"chytridios" suelen parasitar organismos plancténicos en la columna de agua,
ademas, algunos pueden encontrarse en areas boscosas, donde suelen
parasitar plantas vasculares de familias como Cucurmitaceae y Solanaceae. Sin
embargo, su lugar de residencia mas comun es en ambientes acuaticos. Se
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pueden encontrar en habitats acuaticos y terrestres y se consideran los mas
antiguos, ya que son el tnico grupo del reino Fungi que adn conserva esporas
moviles (flageladas) en alguna etapa de su desarrollo (Grisales, 2017; Estrada &
Ramirez, 2007).

El filo Glomeromycota se distingue por agrupar las especies mas antiguas en
el registro fosil y establecer vinculos simbi6ticos con las plantas. Las micorrizas
son esas especies que forman un micelio cerca del rizoma de la planta. Las
micorrizas liberan enzimas al suelo que catalizan compuestos y los hacen
biodisponibles para que la planta los absorba, lo que significa que el 80% de las
plantas terrestres necesitan una relacion simbiotica. La generacion de esporas
multinucleadas para la reproduccion sexual es el caracter taxonémico relevante
del grupo (Grisales, 2017).

1.1.4 Nutricién de los hongos

Los hongos son seres muy productivos y esenciales para el crecimiento de la
vida en la tierra, incluso pueden habitar y crecer en rocas sin hojas. La mayoria
de las veces son beneficiosos para el ser humano, ya que se encargan de
descomponer la materia organica compleja en formas quimicas sencillas que se
depositan en el suelo y son absorbidas por otras generaciones de plantas, lo que
contribuye a la fertilidad de la tierra. A pesar de los posibles dafios que estos
organismos pueden causar a los seres vivos, incluyendo a los humanos, son un
grupo de organismos de gran importancia (Mancilla et al., 2020).

Siendo organismos heterétrofos los hongos no producen su propio alimento y
requieren la liberacion de enzimas para descomponer los componentes que
ingieren. Algunos hongos son saprofitos que descomponen y comen materia
organica, mientras que otros son parasitos y dependen de sus huéspedes para
sobrevivir. Ademas, almacenan alimentos en forma de glucégeno y lipidos. Su
importancia radica en su capacidad para descomponer la hemicelulosa, la
celulosa y la lignina, componentes fundamentales de las paredes celulares de
las plantas y de dificil degradacion.

Se ha estudiado la clasificacion de este grupo y se ha comprobado que, tal como

se clasificaba en la antigiiedad, evolutivamente esta mas cerca de los animales

que de las plantas (Carrillo & Bejarano, 2007). Segun la nutricion, se pueden

clasificar como:

= Saproéfitos: son aquellos que obtienen su alimento de la materia organica
muerta, ya sea animal (inclusive excremento) o vegetal, pero siempre en
estado de descomposicion. En este grupo de hongos se encuentran algunos
comestibles como los champifiones, asi como también algunos otros
utilizados en la elaboracion de alimentos fermentados.
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= Simbidticos: son aquellos hongos que viven en una relacién simbidtica, del
tipo mutualista con otros organismos. En este tipo de relacion cada uno de
los organismos participantes es beneficiado. Dentro de este grupo
encontramos a los hongos micorricicos y los hongos liquenizados.

= Parésitos: estos hongos viven sobre o dentro de organismos vivos (animales
0 vegetales), causando enfermedades e incluso la muerte a su hospedero.
Un grupo de gran interés son los entomopatdgenos, hongos causantes de
enfermedades y muerte en los insectos.

1.1.5 Diversidad de los hongos

Los hongos aparecieron por primera vez hace unos 1.300 millones de afios,
cuando divergieron de un ancestro comun de los animales y otros organismos
relacionados (ver figura 9). Los hongos ocupan el segundo lugar después de los
animales invertebrados en cuanto a diversidad de especies. Una nueva
estimacion de especies confirma que los hongos son el segundo reino mas
grande de eucariotas después de los animales (State of the World’s Plants and
Fungi 2023).

2.5 million 8.5 million
155,000 1,461,728

450,000

400,000
80,500
74,420 #
e
Animals Plants Fungi Animals

(vertebrates) (incl. bryophytes (invertebrates)
and algae) Adapted from Niskanen et al. (2023)

Figura 9. ¢ Como difiere la diversidad de especies entre animales, plantas y hongos? Una
estimacién actualizada confirma que los hongos ocupan el segundo lugar después de los
animales invertebrados en cuanto a especies diversidad (State of the World’s Plants and Fungi
2023).

1.1.6 Taxonomia e identificacion de los hongos

La taxonomia e identificacién de los hongos se ha basado tradicionalmente en la
caracterizacion fenotipica de los mismos. La sistematica atribuia valores
taxondmicos a aspectos asociados a la morfologia, tanto macroscépica como
microscopica, es decir, presencia 0 ausencia de septos en las hifas, formacion
de esporas y mecanismos de liberacion de estas, o aspectos de la biologia y
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ecologia de estos organismos, asi como resultados obtenidos a través de
pruebas bioquimicas o el estudio de su ultraestructura. Datos que, en conjunto,
han permitido establecer las diferentes categorias taxondmicas hasta nivel de
especie y, en algunos casos, hasta niveles inferiores (Webster & Weber, 2007,
Arias & Piferos, 2008).

Técnicas morfologicas

En la macroscopia (por medios de cultivo), la descripcion de los hongos para
cada una de las cepas se realiza repiques a partir de los cultivos monospéricos
por puncién central en platos de Petri en medios de cultivos como: PDA, Extracto
de Malta, Extracto de Malta, Czapeck o Avena segun requerimientos de cada
hongo. Los microorganismos pueden ser incubados por 5 dias a 25°C-28°C, se
describe el anverso y reverso de cada cepa segun textura, color, diametro de la
colonia y la presencia de pigmentos difusibles al medio. Las caracteristicas
macroscopicas como la forma colonial, el color de la superficie y la produccion
de pigmentos son a menudo utiles para la identificacion. La tasa de crecimiento
de las colonias de hongos filamentosos depende del medio de cultivo y la
temperatura de incubacion, pero siempre que las condiciones estén
estandarizadas, estas caracteristicas se pueden tener en cuenta en el proceso
de identificacion. EI examen morfoldgico de estructuras microscépicas como las
esporas y las células portadoras de esporas son una parte esencial de la
identificacion de hongos filamentosos. Los mohos que no logran esporular son a
menudo imposibles de identificar y, por lo tanto, es importante seleccionar las
condiciones de cultivo que favorezcan la esporulacion (Campbell et al., 2013).

En la microscopia, la descripcién de los hongos se realiza la observacion de los
microcultivos con azul de lactofenol, en Microscopio Optico en objetivo 40X y
100X siguiendo claves taxonémicas se puede determinar el género y la especie
presuntiva de cada uno de los hongos estudiados. Es fundamental que las
colonias de hongos se desarrollen a partir de estructuras especificas que les
confieren su forma. Estas estructuras, conocidas como hifas, son elementos
multicelulares que conforman la unidad funcional del hongo y, en conjunto,
constituyen el micelio (Bonifaz-Truijillo, 2015).

Técnicas moleculares, secuenciacion y analisis filogenético

Actualmente, la aplicacion de técnicas de biologia molecular, en particular el
analisis de secuencias de nucledtidos del ADN vy los estudios filogenéticos
derivados de ellos, han cambiado muchos los conceptos tradicionales de la
taxonomia fungica (Guarro et al., 1999). Muchos laboratorios clinicos emplean
hoy la secuenciacion de ADN como parte de su protocolo de rutina para la
identificacion de hongos. En circunstancias en las que la identificacion basada
en la morfologia no es util, un aislado puede ser un candidato para la
identificacion basada en el ADN. Este método puede ser util cuando una cepa
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muestra una morfologia atipica, no esporula, requiere una incubacion
prolongada o una incubacién en medios especializados para esporular, o si los
resultados fenotipicos son inespecificos o confusos (Campbell et al., 2013).

El uso de las distintas herramientas de diagndstico molecular constituye una
alternativa, cada vez mas indispensable, para la correcta y rapida identificacion
del agente responsable de una determinada patologia. Son numerosos los
estudios en los cuales la secuenciacion es imprescindible para la identificacion
de hongos patégenos humanos, tales como especies de Aspergillus, Fusarium,
Scedosporium u otros patdogenos emergentes (Guarro et al., 1999; Atkins &
Clark, 2004; Nagy et al., 2004, Gilgado et al., 2005; Balajee et al., 2007; Balajee
et al.,, 2009). En el campo de la epidemiologia, los métodos de tipificacion
molecular han permitido poner en evidencia variaciones genotipicas o
mutaciones Utiles para el establecimiento de los patrones epidemiologicos de
una especie concreta (Wengenack & Binnicker, 2009).

La PCR es la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa, se ha convertido
en una parte esencial y fundamental de la investigacion sobre la ecologia de los
hongos y ha proporcionado nuevos conocimientos sobre la diversidad y la
ecologia de estos microorganismos. Permitiendo estudiar la ecologia de los
hongos en su etapa micelial dominante pero discreta, y no solo mediante
estructuras fructiferas (Seiffert, 2009). Ademas, los andlisis basados Unicamente
en estudios morfolégicos o de laboratorio no consideran las interacciones
evolutivas histéricas que pueden afectar la distribucion, abundancia y estructura
poblacional de una especie. Incluso, es probable que las interrogantes sean
resueltas mediante un enfoque molecular en combinacion con métodos mas
tradicionales que también tengan en cuenta la estructura de la metapoblacion, la
estructuracion histérica de la poblacion, el flujo de genes, la especiacion criptica,
los efectos de vicariancia y los cambios en la demografia de la poblacion
(Bellemain et al., 2010).

El marcador de cddigo de barras de ADN preferido para la identificacién de
taxones individuales y plantillas ambientales mixtas es el espaciador interno
transcrito (ITS) del ADN. Se ha propuesto recientemente como el marcador de
codigo de barras principal de los hongos, que proporciona una excelente base
de datos para la identificacion de taxones de hongos (Nilsson et al., 2009). Las
regiones ITS1 e ITS2 de la region ITS se encuentran entre los genes 18S (SSU)
y 28S (LSU) en la unidad de repeticion del ADNr. La gran cantidad de copias de
ITS por célula hace que la region sea un objetivo atractivo para la secuenciacion
de sustratos ambientales donde hay una cantidad baja de ADN. (Bellemain et
al., 2010); debido a que toda la regién ITS es demasiado larga para la
secuenciacion 454 u otras técnicas de secuenciacion de alto rendimiento, tanto
la region ITS1 como la ITS2 han sido objeto de estudios recientes de
secuenciacion de alto rendimiento. Se utilizan mdultiples cebadores para
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amplificar la region ITS en su totalidad o partes (Jumpponen et al., 2010). La
secuenciacion del ADN fangico permite a los investigadores ampliar el trabajo
taxonomico tradicional de generaciones de cientificos que describieron la
morfologia de los hongos recolectados en el campo y cultivados en el laboratorio.

A diferencia de los caracteres morfolégicos, los marcadores genéticos
proporcionan una medida objetiva de parentesco y, por primera vez, los
micologos pueden organizar diferentes grupos de hongos en un robusto sistema
natural de clasificacion que refleja su historia evolutiva. También se utilizan
técnicas moleculares para estudiar hongos que no han sido cultivados. Al
amplificar genes de hongos del suelo, el agua o la madera en descomposicién,
los cientificos han descubierto nuevas especies y, o que es mas importante,
nuevas agrupaciones mas grandes de hongos. Debido a que, no sabemos cémo
cultivar estos hongos, es dificil estudiarlos microscopicamente.

Las relaciones evolutivas entre hongos se han examinado comparando las
secuencias de genes eucariotas ubicuos. El escrutinio del grupo de genes
ribosomales es la opcidn mas comun para la investigacion. Este grupo codifica
tres subunidades de ARN ribosémico (18S [subunidad pequefia (SSU)]y 5.8Sy
28S [subunidad grande (LSU)] ARNr) y regiones intermedias, o espaciadores
transcritos internos, identificados como ITS1 e ITS2 (Guarro et al., 1999;
Wengenack & Binnicker, 2009).

1.1.7 Hongos patdégenos

Los hongos patdgenos son especies zootropicas que requieren tejido vivo para
el crecimiento, al menos durante una parte de su ciclo (Rua-Giraldo, 2023;
Corrales et al., 2018). Solamente unas 300 6 400 especies de hongos son
potencialmente patégenas para el ser humano aunado a esto, el campo de la
micologia médica es tan vasto y diversificado como el de los cientos de miles de
especies de hongos existentes. La mayoria de las especies patégenas produce
infecciones llamadas micosis; otra parte es causante de procesos alérgicos y el
resto produce intoxicaciones en dos modalidades: las micotoxicosis por ingestion
de toxinas de micromicetos contenidas principalmente en granos de cereales y
los micetismos por ingestibn de macromicetos toxicos. Los hongos son de los
seres mas abundantes y ubicuos en la naturaleza, propiedades que se extienden
a los patogenos para el ser humano, los cuales tienen mas limitaciones para la
supervivencia, ya que requieren de intervalos de temperatura, pH y nutrientes
mas especificos. De acuerdo al habitat, los hongos productores de micosis se
clasifican en geofilicos, zoofilicos y antropofilicos. En cuanto a la distribucion
geografica las micosis pueden ser cosmopolitas o limitadas a zonas endémicas.
Los hongos de las micosis cosmopolitas se adaptan a vivir en los mas diversos
sustratos de la naturaleza, tanto en los diferentes tipos de suelo (geofilicos) como
en animales selvaticos domésticos y peridomésticos (zoofilicos), otros viven
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exclusivamente en el hombre sin causar necesariamente enfermedad
(antropofilicos) (Lopez Martinez, 2005).

La presencia de hongos en zonas costeras puede influir en la disminucion de
actividades recreativas para los turistas que frecuentan y tienen contacto directo
con estas aguas pueden ser perjudicadas sus condiciones de salud debido a los
hongos (Padilla & Stick, 2015). Estas enfermedades causadas por hongos estan
estrechamente relacionadas con alergias en la piel, infecciones y problemas
respiratorios como el asma y la rinitis (Martinez & Mufioz, 2019). Por lo tanto, es
vital practicar medidas preventivas de control para reducir el riesgo de adquirir
enfermedades respiratorias o afecciones de la piel (Morgado, 2017).

En una poblacion inmunodeprimida las infecciones fungicas invasivas (IFl) por
hongos filamentosos ocasionan una elevada morbimortalidad, al contrario de una
poblacién sana en donde la probabilidad de padecer dichas infecciones es
practicamente inexistente. Los hongos filamentosos entran en contacto con el
hospedero mediante el agua, tierra, hojas, semillas e incluso abono, como en el
caso del género Aspergillus.

Entre las micosis invasivas causadas por hongos filamentosos, las infecciones
por Aspergillus son las mas comunes, seguidas de la hialohifomicosis por el
género Fusarium. Ademas, estos hongos viven en desechos organicos, el suelo
y el agua del grifo de los hospitales. El principal punto de entrada es el tracto
respiratorio, seguido de la piel. Las infecciones pulmonares son la enfermedad
mas comun, ya que los sintomas clinicos son inespecificos (Lobatén-Ramirez et
al., 2020). Por otro lado, en sustratos organicos (frutas, suelo, estiércol, etc.), los
hongos mucorales suelen crecer, contaminando ocasionalmente superficies de
materiales inertes.

1.1.8 Infecciones causadas por los hongos (casos relevantes)

En la Ultima década, las infecciones fungicas pulmonares y la aspergilosis
invasiva cerebral han aumentado en incidencia debido al mayor namero de
individuos inmunodeprimidos (Schwarz et al., 2024; Karakecili et al., 2024). En
un hombre de 67 afios post-COVID-19, complicada con trombosis del seno
cavernoso (CST), se le realizé una muestra clinica para biopsia transesfenoidal,
gue confirma la infeccién por el género Aspergillus sp. Inicialmente diagnosticado
erroneamente con arteritis temporal, el paciente recibié corticosteroides, lo que
exacerbd su susceptibilidad a la infeccidbn fangica. Imagenes craneales y
resonancias magnéticas revelaron una masa invasiva que afectaba el seno
cavernoso y otras estructuras intracraneales. El diagnéstico se establecid
mediante la biopsia, seguido de tratamiento con voriconazol y terapia
antimicrobiana combinada. Este caso resalta los desafios en el diagnéstico y
manejo de infecciones fungicas en pacientes inmunodeprimidos post-COVID-19,
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subrayando la necesidad de intervenciones rapidas y especificas (Karakecili et
al., 2024).

En Colombia, la grave micosis provocada por especies de Aspergillus sp., como
Aspergillus fumigatus presenta predominancia de (73.3%), en un centro
hospitalario de cuarto nivel. La cohorte abarcé a 66 pacientes de 1 mes a 90
afos, con Inteligencia Artificial confirmada, probable y factible. Las muestras
clinicas abarcaban esputo y lavado broncoalveolar, con diagnostico por cultivo,
niveles de galactomanano en el torrente sanguineo y descubrimientos de
tomografia computarizada (nédulos y consolidaciones). El pulmon fue el 6rgano
con mayor impacto (92,4%), y los factores de riesgo mas habituales incluyen
quimioterapia (39,4%) y administracién de corticoides (34,8%). La mayoria de
los pacientes se sometieron a la administracion de voriconazol (80,3%),
presentando una tasa de mortalidad del 15,2%. La investigacion subraya las
variaciones epidemioldgicas locales y la relevancia de la supervisién para una
gestion apropiada en pacientes en situacion de riesgo (Goyeneche-Garcia et al.,
2021).

En un estudio realizado por Biddeci et al., (2020) en la Divisibn de Onco-
Hematologia pediatrica del Hospital Universitario de Padua lItalia, se identifico
una infeccién por Fusarium solani en un nifio de 9 afios con leucemia linfoblastica
aguda (LLA). A partir de este caso, se recopil6 informacion sobre casos similares
en pacientes pediatricos con leucemia aguda tratados en dicho Hospital de
Padua. El paciente present6 una herida profunda en el codo en el momento del
diagnéstico. Posterior a la fase de induccién de la quimioterapia, desarrollo
multiples lesiones cutdneas y neumonia grave. Fue tratado con una dosis alta de
anfotericina B liposomal, seguida de voriconazol. En el estudio se identificaron
otros seis casos, todos estos pacientes padecian leucemia mieloide aguda
(LMA) y cinco de ellos presentaban una enfermedad recidivante/refractaria. Dos
de los siete pacientes murieron a causa de la infeccion; cinco pacientes se
recuperaron de la infeccion, pero tres de los siete murieron a causa de la
leucemia.

Por otra parte, Marin et al., (2019), quienes realizaron un estudio en el curso
clinico de micosis producida por Exophiala xenobiotica en el Hospital
Universitario de Burgos, Espafa, indican la presencia de dos casos de micosis
causada por E. xenobiotica en paciente con transplantado renal, una micosis
cutanea localizada y una infeccion sistémica con afectacion del sistema nervioso
central. De igual manera, Espanhol et al. (2019), reporta un caso de
feohifomicosis que afecté la pierna de un hombre de 45 afios con transplantado
renal, donde se evidenci6 hifas septadas dematiaceas en el examen directo, que
se identificO como especie fungica patdgena E. xenobiotica. El paciente se tratd
con la escision quirdrgica de toda la lesién y se utilizé itraconazol sistémico. De
forma similar, en un estudio realizado por Morio et al., (2012), describe el caso
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de un paciente masculino de 53 afos residente en Francia,
inmunocomprometido por VIH, con diagnéstico de feohifomicosis causada por
una especie de E. xenobiotica. Las muestras clinicas incluyeron biopsias de
tejido subcuténeo y sinovial de tumefacciones en el brazo, mufieca y rodilla, las
cuales revelaron granulomas epitelioides con necrosis y elementos fangicos,
confirmados mediante tincion de Gomori-Grocott. El cultivo en agar dextrosa de
Sabouraud produjo colonias de color oliva oscuro que, al microscopio, mostraron
hifas negras septadas y conidios unicelulares caracteristicos de Exophiala.

En otro estudio realizado por Nishikawa & Taniguchi, (2019), en el Hospital de
Medicina de Kochi. Identificaron la presencia de E. oligosperma en una mujer
(hospedero inmunocomprometido) de 86 afios, que presentaba enfermedad de
Still de inicio en la edad adulta, estaba en remisién clinica con prednisolona y
tacrolimus, presentd una historia de 2 meses de fiebre. Se habia rascado a
menudo los antebrazos en el Gltimo afio. El paciente recibié drenaje, hipertermia
local y terapia antifungica (itraconazol y flucitosina).

Exophiala es un hongo de color negro que puede hallarse en diversos entornos
como el suelo, el agua y el organismo humano, funcionando como un potencial
patbgeno oportunista. Es conocido que ciertas especies son extremofilas y
crecen en circunstancias desfavorables como desiertos, glaciares y habitats
contaminados (Ide-Pérez et al., 2024). La feohifomicosis se refiere a infecciones
debidas a un gran grupo de organismos heterogéneos llamados hongos
“dematiaceos” o “melanizados”. Estos hongos se distinguen por el predominio de
melanina en sus paredes celulares, que probablemente actia como un factor de
virulencia. Estos organismos pueden causar una gran variedad de
manifestaciones invasivas, incluidas infecciones locales profundas, infeccion
pulmonar, infeccién cerebral y enfermedad diseminada, que se asocia con una
alta mortalidad (Arcobello & Revankar, 2020).

El género Cladosporium sp. comprende un gran nimero de hongos dematiaceos
con una distribuciéon mundial y se encuentran entre los hongos transmitidos por
aire mas comunes. Con frecuencia son contaminantes aislados y algunas
especies son patdgenas y toxigénicas para los humanos y se asocian con
infecciones superficiales de la piel y tejidos blandos, incluyendo sepsis
diseminada con alta mortalidad (Menezes et al., 2017). En un caso clinico
realizado por Garnica-Escamilla et al. (2012), describen un caso de un paciente
de 57 afnos, presentd quemaduras por escaldadura en 37% de la superficie
corporal total en el cual se identifico el desarrollo de Cladosporium sp. Asi mismo,
una investigacion realizada en un paciente masculino de 59 afios consultaba
ambulatoriamente por hemoptisis de dos semanas de evolucién en el Hospital
de Parand, Maringa, Brasil. El paciente presentd hemoptisis persistente, disnea
y tos, con una radiografia de torax que mostré opacidades en el |[6bulo superior
derecho y una TC con un halo de vidrio esmerilado. La muestra clinica consistio
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en liquido de lavado broncoalveolar (BAL), inicialmente negativo para bacterias
y hongos, y una biopsia pulmonar quirdrgica que confirmé hemorragia alveolar.
El diagndstico definitivo se realizé mediante cultivo fungico de la biopsia en agar
Sabouraud, con crecimiento de colonias de C. cladosporioides tras 14 dias de
incubacion, corroborado por caracteristicas morfoldgicas en microcultivo. En la
region centroamericana y Panamda, son pocos los trabajos sobre
cromoblastomicosis publicados (Mata-Delgado, 2021).

1.1.9 Géneros de importancia médica

Aspergillus spp.

En el laboratorio, la identificaciéon de Aspergillus hasta el nivel de especie es
crucial porque la seleccién del farmaco que se utilizara para manejar un caso
clinico depende de la susceptibilidad a los antimicéticos. El color de la colonia,
el tamafo, la forma de las cabezas conidiales incluida la forma de la vesicula, la
presencia o ausencia de métulas, la forma de las fialides, el color, el aspecto de
los conidios y la morfologia de los conidiéforos son caracteristicas que permiten
su identificacion. Las especies del género Aspergillus presentan estructuras
hialinas que viven en diversos lugares. Aunque vive en el suelo, sus conidios se
esparcen por el aire debido a su abundante esporulacion. Los mismos tienen un
tamafio de 2 a 3 mm, pueden inhalarse diariamente y entrar en los alvéolos
pulmonares del ser humano (Ascencio et al., 2021).

La aspergilosis es causada por hongos filamentosos del género Aspergillus que
produce una micosis oportunista, esta enfermedad no tiene preferencia por sexo,
raza o grupo de edad, fue considerado poco patdgeno durante muchos afios y
solo caus6 cuadros de hipersensibilidad. Sin embargo, con el aumento de
inmunocomprometidos, su condicidén como patégeno causante de enfermedades
graves ha cambiado significativamente. La mayoria de las enfermedades
causadas por A. fumigatus es una de las mas de doscientas especies de
Aspergillus descritas; sin embargo, existen otras especies patdgenas cuya
frecuencia puede variar en cada centro, como A. flavus, A. terreus, A. niger y A.
nidulans, entre otras (Riera et al., 2019).

Mucorales

Dentro del orden Mucorales se encuentran algunos géneros de hongos
patdgenos importantes. Podemos destacar a Rhizopus con R. oryzae y R.
microsporus entre las especies mas frecuentemente aisladas de muestras
clinicas. En este género se han producido pocos cambios taxonémicos, pero si
los han experimentado algunos de los géneros que le siguen en orden de
importancia clinica como son Lichtheimia y Mucor. Hasta hace poco el primero
de ellos se conocia como Absidia, luego pasé a denominarse Mycocladus y mas
recientemente las especies termotolerantes, entre ellas las patbgenas humanas,
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se incluyeron en Lichtheimia como L. corymbifera, L. ramosa y L. ornata,
mientras que las especies mesofilas se mantienen en Absidia (Guarro, 2012).

Dentro de Mucor, la especie M. circinelloides es la que presenta una mayor
incidencia en clinica, aunque recientemente se han descrito otras especies como
M. velutinosus. Esta especie se ha aislado de muestras clinicas en EE. UU. y
recientemente ha sido descrita como causante de una infeccion diseminada en
un paciente hematoldgico. Sin embargo, los cambios mas importantes se han
producido en dos géneros mucho menos frecuentes en clinica, pero capaces de
ocasionar infecciones muy agresivas y devastadoras que con frecuencia acaban
con la vida del paciente en pocos dias. Se trata de los géneros Apophysomyces
y Saksenaea, los cuales han demostrado ser, mediante estudios polifasicos,
verdaderos complejos de especies. En el primero de ellos, la especie A. variabilis
es la que parecia haber ocasionado la mayoria de los casos recientes, aunque
A. trapeziformis ha estado involucrada en 13 casos de infeccion debidos a
heridas producidas por un tornado que este afio afecto al estado de Missouri en
EE. UU., falleciendo cinco de los pacientes. En el caso de Saksenaea parece
gue las especies predominantes son las que integran el complejo S. vasiformis,
aunque recientemente se ha demostrado que S. erythrospora, una de las
especies recientemente descritas, provocé una infeccion fatal en un paciente
herido por la explosion de una bomba en la guerra de Irak (Guarro, 2012; Alvarez
et al., 2010).

Dermatofitos

Los dermatofitos pertenecen al pequefio grupo de microorganismos con los que
casi todos los humanos se infectan en algun periodo de su vida. Los recientes
estudios moleculares han demostrado que los cuatro géneros anamoérficos
tradicionales de la familia Arthrodermataceae (Onygenales): Trichophyton,
Microsporum, Epidermophyton y Chrysosporium, no son todos ellos
monofiléticos.

Por ejemplo, en los arboles filogenéticos de diferentes secuencias de ADN las
especies de Trichophyton se acomodan dentro de los clados formados por
especies de Microsporum y Epidermophyton. Ademas, algunas especies de
Chrysosporium se agrupan con los Trichophyton gedfilos, situados
filogenéticamente distantes de la especie tipo de Chrysosporium, C. merdarium.
Aparte de permitir reconocer nuevas especies como T. eboreum y su teleomorfo
Arthroderma olidum, uno de los aspectos mas interesantes que las técnicas
moleculares han aportado al estudio de los dermatofitos es el hecho de haber
demostrado que algunos biotipos que en base a su morfologia y al tipo de
infeccion que producian eran considerados como verdaderas especies, no lo
eran en realidad. Dentro del complejo Trichophyton se incluyen las dos especies
antropofilicas, T. rubrum y T. violaceum, que no presentan fase sexual o
teleomorfo y que parece que experimentan un tipo de reproduccion clonal. La
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antigua especie T. raubitschekii, que segun algunos autores presenta
caracteristicas epidemiologicas diferentes de T. rubrum y ademas es ureasa
positiva, se considera en la actualidad sinénima de T. rubrum. Es de destacar
también el hecho de que la especie cosmopolita T. rubrum, responsable de la
mayoria de las tiflas de las ufias y de los pies, y la especie T. soudanense,
endémica de Africa y responsable especialmente de Tinea capitis en jovenes,
son la misma especie. Importantes cambios taxondmicos también se han
producido en el complejo A. vanbreuseghemii. En la actualidad, tres anamorfos
de distribucion mundial se asocian con este complejo: T. tonsurans, T. equinum
y T. interdigitale. Mientras que la primera especie es antropofilica y T. equinum
es responsable de infecciones en equinos. T. interdigitale es la Unica especie de
dermatofitos que presenta heterogeneidad desde un punto de vista ecoldgico ya
que incluye tanto cepas antropofilicas como zoofilicas. Fenotipicamente las
cepas zoofilicas de T. interdigitale son indistinguibles de las cepas de las
antiguas variedades T. mentagrophytes var. granulosum y T. mentagrophytes
var. Mentagrophytes (Guarro, 2012; Graser, et al., 2008).

Fusarium spp.

El género Fusarium se refiere a hongos filamentosos ramificados tabicados
hialinos que pueden ser fitopatdgenos. Las micotoxicosis y tricotexenos pueden
suprimir la respuesta inmune adaptativa humoral y celular, las infecciones
localizadas, las infecciones invasoras o las enfermedades diseminadas son
algunas de las muchas enfermedades que producen en los humanos. Las
hialohifomicosis incluyen la patologia causada por Acremonium spp.,
Scedosporium spp., Aspergillus spp., Paecilomyces spp. y Penicillium spp., entre
otros hongos. Aunque tiene todos estos factores de virulencia, el hospedero
necesita compromiso inmunoldgico para causar invasion e infeccién. El principal
mecanismo de control de este patdgeno oportunista es la inmunidad innata, la
fagocitosis y lisis de conidias y fragmentos de hifas (Guarro, 2012).

Fusarium causa enfermedades invasoras en pacientes inmunocomprometidos y
es el segundo hongo filamentoso productor de infecciones fangicas invasoras
después de Aspergillus. Las enfermedades oncohematolégicas y sus
tratamientos, el trasplante de células progenitoras hematopoyéticas y 6rganos
soélidos, la neutropenia prolongada, el uso de altas dosis de esteroides, la
enfermedad-injerto contra el hospedero, la linfopenia y el uso de
inmunosupresores son los principales factores de riesgo de infeccion. El grupo
de riesgo determina la incidencia de esta afeccion diseminada (Guarro, 2012;
Riera et al., 2019).

Este género incluye especies que se encuentran en la naturaleza, en el suelo,
en el aire y en las plantas. Aunque es mas comun aislarlas en areas tropicales,
también se encuentran en una amplia gama de ubicaciones, desde el Artico
hasta los desiertos. Sus propagulos se propagan tanto por el aire como por el
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agua a través de las lluvias. Son capaces de contaminar el agua y provocar
queratitis fungica. Dado que la resistencia a las drogas varia segun el género, la
diversidad molecular de Fusarium es importante (Guarro, 2012; Riera et al.,
2019).

Sporothrix

Diferentes especies del complejo Sporothrix es el responsable de la enfermedad
conocida como esporotricosis, las mismas incluyen a S. schenckii, S. mexicana,
S. globosa, S. brasiliensis y S. luriei. Aunque ha sido reportada principalmente
en paises de América Latina y Asia en las Ultimas décadas, la enfermedad tiene
una distribucion mundial (Riera et al., 2019).

La micosis subcutanea comun predominante en las areas endémicas es la de
adultos de 20 a 60 afios, en personas relacionadas a practicas agricolas al
momento de trabajar o manipular la tierra de cultivo, plantas ornamentales y
madera. Este hongo se desarrolla principalmente en bosques y zonas de clima
templado, la enfermedad se adquiere a través de la penetracion del hongo en las
heridas de piel (Lopez, 2005). La presentacion clinica de las formas adquiridas
por estas vias en los hombres es diferente de la esporotricosis clasica, y la
poblacién mas afectada son las mujeres y los nifios. La adquisicion de S.
schenckii puede ocurrir por via aérea inhalando las conidias (forma pulmonar),
por trauma (localizaciones cutdneas y articulares) con material contaminado
como astillas, musgo, espinas o heno; por mordedura o rasgufio de un animal
con patas, pico, boca u otra parte de su cuerpo contaminada con el agente
etiologico. Los siguientes son factores de riesgo para la forma sistémica y la
localizacion pulmonar: El alcoholismo, la infeccién por VIH, la diabetes mellitus,
la cirrosis hepatica, los casos ocasionales después de un trasplante renal y el
uso de tacrolimus o estereoides (Riero et al., 2019).

Otros hongos filamentosos de importancia médica, en los ultimos afios se han
publicado numerosos casos clinicos causados por una gran diversidad de
especies fungicas diferentes de las tradicionales. Especies consideradas
exclusivamente saprobias o meros contaminantes de laboratorio han
demostrado también ser capaces de infectar al ser humano. Entre ellas cabe
citar Acremonium spp., Phialemonium spp., Phaeoacremonium spp. y algunas
levaduras negras (Guarro, 2012).

En los ultimos afios se ha informado que algunas especies del género
Acremonium son capaces de ocasionar infecciones en el hombre. Acremonium,
aunqgue es un hongo saprofito, que se encuentra en el suelo y en la vegetacion
en descomposicién, puede producir infecciones en pacientes. Segun Cornejo-
Juérez et al. (2007), en México se ha identificado un caso de fungemia a causa
de Acremonium sp. en un paciente que no manifiesta sintomas.
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Por la morfologia de los hongos, asi como por su comportamiento en clinica
recuerdan a Fusarium, aunque la taxonomia de Acremonium es mas confusa.
Es un género muy complejo, claramente polifilético que agrupa a especies que
pertenecen a diferentes familias e incluso érdenes. En un estudio reciente en el
gue se han identificado molecularmente numerosos aislados de origen clinico
procedentes de EE. UU., se ha demostrado la existencia de numerosas posibles
nuevas especies. En dicho estudio, sorprendentemente, de las 11 especies
tradicionalmente consideradas como patdgenas potenciales, tales como A.
recifei, A. strictum o A. potronii entre otras, solo fueron identificadas A. kiliense y
A. atrogriseum, que juntamente con las cepas del complejo A. sclerotigenum, A.
egyptiacum y A. implicatum fueron las predominantes (Guarro, 2012).

Algunos hongos patdgenos que presentan una pigmentacion oscura y producen
colonias similares a las de las levaduras son las denominadas levaduras negras,
la mayoria pertenecen al orden Chaetothyriales (clase Eurotiomycetes).
Clinicamente les caracteriza un neurotropismo muy marcado, siendo las
encefalitis una de las manifestaciones mas graves. Dentro de este grupo cabe
destacar a Rhinocladiella mackenziei, especie marcadamente neurotropica
endémica del Oriente Medio. Otras especies de interés clinico pertenecen a los
géneros Exophiala, Cladophialophora y Fonsecaea. La diferenciacion fenotipica
de las especies de dichos géneros es dificil, pero el andlisis de las secuencias
de la regiéon ITS ha demostrado ser muy Util para su identificacion. Estudios
moleculares han demostrado que E. jeanselmei, especie tradicionalmente
causante de infecciones subcutdneas, contiene dos especies cripticas, E.
oligosperma y E. xenobiotica, los cuales son agentes comunes de infecciones
cutaneas. A partir de cepas de Cladophialophora aisladas de muestras clinicas
se han podido identificar cuatro nuevas especies en dicho género, C. saturnica
y C. inmunda que causan infecciones cutaneas, C. mycetomatis relacionada con
infeccibon subcutdnea y C. samoénsis, un agente endémico de
cromoblastomicosis (Guarro, 2012; Badali et al., 2009).

La cromoblastomicosis es una micosis cronica, cutdnea o subcutanea
caracterizada por la presencia de células muriformes en el tejido del hospedero.
La enfermedad de implantacion es causada por hongos melanizados
relacionados con las levaduras negras, que, en climas tropicales humedos, son
principalmente miembros del género Fonsecaea (Voidaleski et al., 2020). Las
especies de Fonsecaea han sido consideradas tradicionalmente como tipicos
agentes causantes de cromoblastomicosis. Recientemente utilizando técnicas
de AFLP y la secuenciacion de varios genes se ha demostrado que F. compacta
es sinbnimo de F. pedrosoi y se han propuesto dos nuevas especies, F.
monophora y F. nubica, las cuales a diferencia de F. pedrosoi, que produce
infecciones en América Central y del Sur, tienen una distribucion mundial
(Guarro, 2012).
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2. METODOLOGIA

2.1 Procedencia de las muestras y disefio experimental del estudio

La propuesta presentada se desarroll6 como un estudio exploratorio-descriptivo
para generar los datos experimentales, realizando la metodologia del estudio de
aislamientos de las cepas fungicas recolectadas de 12 sitios en la Bahia de
Panama, provincia de Panama (ver Tabla 1 y Figura 10); donde se obtuvieron
cepas de hongos filamentosos y levaduras, que fueron preservadas en tubos
inclinados a 4°C y almacenadas en el laboratorio de Estudios Moleculares y
Micologia del Centro de Investigacion e Informacidén de Medicamentos y Toxicos
(CIIMET), Facultad de Medicina coordinado por la Dra. Gesabel Navarro-
Velasco. Este estudio de investigacion formo6 parte de un megaproyecto mas
amplio titulado: “Deteccion Molecular y Analisis Filogenético de Virus,
Bacteriéfagos, Bacterias, Hongos Filamentosos y Parasitos Patdgenos en Aire y
Agua provenientes de la Bahia de Panama”, IP Dr. Alex O. Martinez del LAMEXA
y LAMA de la Universidad de Panama, financiado por el Fondo de Agua, Areas
Protegidas y Vida Silvestre.

Tabla 1. Esquema de sitios de muestreo con las caracteristicas y condiciones

ambientales.

SITIOS DE MUESTREO

Muestra 1: Costa del Este, ubicada en una urbanizacién
residencial e industrial que lleva el mismo nombre, donde
los niveles de basura en la zona costera son elevados,
de oleaje tenue y sus aguas presentan una coloracién
oscura.

Muestra 7: Hospital Santo Tomas, se ubica al frente del
Monumento a Vasco Nufiez de Balboa y cercano al Hospital
del Nifio. Presenta poca basura, oleaje fuerte y aguas
oscuras.

Muestra 2: Panama la Vieja, esta ubicada entre la
estatua Morelos y el Centro de Artesanias de Panaméa
Viejo, y presenta un oleaje fuerte, aguas oscuras y poca
basura.

Muestra 8: Mercado del Marisco, se localiza en la parte
posterior del Mercado del Marisco de la Ave. Balboa. La
estacién se caracteriza por poseer aguas oscuras, mucha
basura, mal olor y oleajes fuertes.

Muestra 3: Coco del Mar, se localiza en un sector de
multifamiliares conocido como Coco del Mar, el oleaje es
tenue y el agua es oscura con poca basura.

Muestra 9: Las Bo6vedas, la encontramos en el sector
conocido como Casco Antiguo en el corregimiento de San
Felipe, exactamente a un costado de la Plaza de Francia.
Sus aguas son oscuras, sin basura, y de poco oleaje.

Muestra 4: Boca la Caja, se encuentra en el sector
conocido con este mismo nombre y donde se localiza
una pequefia comunidad de pescadores. Se caracteriza
por presentar aguas oscuras, carecer de oleajes y
basura.

Muestra 10: Avenida de los Poetas, se encuentra en la
Ave de los Poetas frente a la subestacion de policia del
Chorrillo. Sus aguas oscuras muchas veces utilizadas para
recreacion por moradores del area presentan oleajes
algunas veces fuertes y de poco a nada de basura.

Muestra 5: Club Unién, ubicada en el area de Paitilla,
especificamente detras del Club Uni6n en el lugar
conocido como "La Rampa". Presenta un oleaje poco
fuerte, aguas claras y libres de basura.

Muestra 11: Antigua Autoridad de la Region
Interoceéanica (ARI), esta al inicio de la Calzada de Amador
en la parte posterior a las oficinas de la Autoridad de la
Region Interoceéanica (ARI). Presenta aguas tranquilas y
oscuras; con algo de vegetacion y nada de basura.

Muestra 6: Salida del Rio Matasnillo, localizado esté
punto en la Ave. Balboa en la desembocadura del rio
Matasnillo. Generalmente se perciben malos olores;
ademas de presentar gran cantidad de basura y un
oleaje poco fuerte.

Muestra 12: Isla Flamenco, Esta estacion se ubica dentro
de la Calzada de Amador en la Isla Flamenco, exactamente
en la parte posterior de los restaurantes. Presenta poca
basura, aguas claras y oleaje tenue.
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Figura 10. Sitos de Muestreo. Se muestran los 12 sitios de la Bahia de Panama, en la zona
comprendida a lo largo de la zona costera cercanos a los colectores de aguas servidas, en un
tramo comprendido entre la urbanizacién Costa del Este y la Calzada de Amador. Informacién
proveniente del estudio “Deteccién Molecular y Analisis Filogenético de Virus, Bacteriofagos,
Bacterias, Hongos Filamentosos y Parasitos Patégenos en Aire y Agua provenientes de la Bahia
de Panam4, de la Universidad de Panama.

A continuacion, se describen los diferentes procesos metodoldgicos involucrados
en el estudio.

2.2 Preparacion de medios

La preparacion de medios de cultivo es la parte inicial del procedimiento en la
fase experimental para lograr un correcto aislamiento, recuperacion e
identificacion de los hongos filamentosos almacenados en coleccion. En esta
fase se utilizaron medios de cultivos solidos ricos en nutrientes que permitieran
reactivar las cepas fangicas.

El medio de cultivo agar papa dextrosa es el mas utilizado por su versatilidad en
el crecimiento de levaduras y hongos que, a su vez puede complementarse con
acidos o antibiéticos para inhibir el crecimiento de las bacterias, este método es
utilizado para cultivar hongos y levaduras clinicamente importantes. La base rica
en nutrientes también conocida como infusién de papa, estimula la esporulacién
de mohos y la produccion de pigmentos en algunos dermatofitos. Compuesto de
infusion de papa deshidratada y dextrosa, favorece el crecimiento exuberante de
los hongos. Muchos procedimientos estandar utilizan una cantidad especifica de
acido tartarico estéril (10%) para reducir el pH de este medio a 3,5 £ 0.1,
inhibiendo asi el crecimiento bacteriano. Para este medio de cultivo se
recomienda no recalentar el mismo cuando esté acidificado, ya que calentarlo en
condiciones &cidas hidroliza el agar (Acumedia, 2015).
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Para el proceso de preparaciéon de los medios de cultivos anteriormente
mencionados, se utilizaron botellas de 250 mL. Para el agar PDA, en primer
lugar, se pesaron 9.75 g de PDA sobre una bandeja plastica o barquilla de pesaje
y se disolvieron en 250 mL de agua destilada. Todo el agar se llevé al microondas
hasta alcanzar el punto de ebullicién, asegurando que se disolviera bien. Este
proceso duré 5 minutos, con pausas de un minuto entre cada intervalo, hasta
obtener una solucion homogénea.

Para el agar extracto de malta (MEA), se pesaron 10 g de agar sobre una bandeja
plastica o barquilla de pesaje y se disolvieron en 250 mL de agua destilada.
También se llevo el agar al microondas hasta alcanzar el punto de ebullicion,
asegurando que se disolviera bien. Este proceso dur6é 5 minutos, con pausas de
un minuto entre cada intervalo, hasta obtener una solucién homogénea. Una vez,
la solucion estuviera homogénea y para evitar contaminacion cada medio de
cultivo antes de utilizarse se esterilizo en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
Posteriormente, dentro de la camara de flujo laminar tipo Il, se le afiadié 3,500
uL de &cido tartarico (10% previamente preparado y debidamente rotulado segun
el método descrito por Rhodes y Smith (1992) a las botellas de 250ml a los dos
diferentes medios de cultivo. Después de afiadir el inhibidor bacteriano se vertid
los medios de cultivos en cajas Petri de tamafio de 100 x 15 mm en una camara
de flujo laminar. Una vez solidificado los medios de cultivos en plato Petri, las
cajas se almacenaron a 4°C para su uso posterior.

2.3 Proceso de reactivacion de cepas fungicas almacenadas

Para el proceso de recuperacion y reactivacion de cepas fungicas almacenadas
en tubos inclinados en frio (4°C), se utilizo la técnica por siembra en plato de
Petri con medio de cultivo agar papa dextrosa PDA. Los medios de cultivos antes
mencionados son conocidos por proporcionar nutrientes esenciales como fuente
de nitrdgeno y carbono para el crecimiento de los hongos.

En la reactivacion de las cepas fangicas se utilizaron algunas de las muestras de
la coleccidén de hongos filamentosos aislados y almacenados en el laboratorio.
Se llevo a cabo el proceso de inoculacion de las cepas fungicas dentro de la
camara de flujo laminar tipo Il, esto ayuddé a que los platos no presentaran
crecimiento de contaminantes como levaduras, bacterias u otros
microorganismos oportunistas.

De las cepas fungicas almacenadas en tubos inclinados se cortd un pequefo
pedazo de micelio del cultivo puro y se depositd sobre las cajas Petri con medio
de cultivo PDA y posteriormente los platos fueron sellados con Parafilm. Todas
las muestras se incubaron a temperatura ambiente (entre 25y 28 °C) entre 3 a
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15 dias con observaciones diarias para registrar el crecimiento de colonias, hasta
asegurarse gue los hongos corresponden a la cepa fangica original almacenado.

Los cambios morfologicos en el crecimiento de las colonias fungicas, una vez las
cepas mostraron estructuras morfologicas visibles, se realiz6 la siembra por
triplicado de cada hongo filamentoso y se colocé Parafilm para sellar las cajas
Petri que contenian las muestras y se incubaron. Las placas fueron incubadas a
temperatura ambiente (entre 25 y 28 °C) durante un periodo maximo de 8 a 15
dias. La inoculacion por triplicado se llevé a cabo con propdésitos diferentes: una
muestra para observaciones macroscopicas, otra muestra para observaciones
microscopicas y una tercera muestra para preservar las muestras en glicerol.
Este enfoque ayudo a la preservacion de las cepas fungicas para cualquier uso
posterior en la investigacion.

2.4 Etapa 1. Identificacién Morfolégica

La identificacion de los hongos filamentosos depende del examen de las colonias
a escala macroscopica y de las caracteristicas microscopicas (Solé et al., 1998).
Una vez finalizado el tiempo de incubacién y haber obtenido el crecimiento y
purificacion de las colonias fungicas, se procedid a identificar su morfologia
taxonomica.

2.4.1 ldentificacion Macroscopica

En esta revision para la identificacion de los aislados de hongos filamentosos se
tomaron medidas caracteristicas como la tasa de crecimiento, establecimos
como lento cuando el tiempo de crecimiento se ubicd entre 6 a 15 dias,
moderado o intermedio para un tiempo de crecimiento de 3 a 5 dias o rapido
para un tiempo de 24 a 48 horas. Presencia de micelio (sin micelio aéreo, poco
micelio aéreo o mucho micelio aéreo). Textura de la colonia (aterciopelado,
granular, felpa, algodonoso, cartilaginoso, pulverulento entre otros). Forma del
margen de la colonia (liso, radial, irregular, nuboso, flecos entre otros). Elevacion
o profundidad de la colonia (convexo, plano, tubo cubierto de micelio, inmerso
en el agar entre otros). Reverso de la colonia, presencia de pigmentacién del
medio de cultivo. Diametro de la colonia, coloracion de la colonia, la
esporulaciéon, presencia de exudados y el espesor del medio. Después de las
medidas anteriores mencionadas, se fotografio las colonias de los hongos
creciendo en Platos de Petri del lado anverso (frontal) y reverso (detras).

2.4.2 Identificacion Microscopica

Se llevo a cabo la técnica de montaje directo para todas las cepas fungicas
puras, mediante preparaciones microscopicas a partir directamente de colonias
cultivadas. Para ello, se utilizé la aguja hipodérmica flameada tres veces, la cual
permitié extraer una porcion de la colonia, que fue colocada en un portaobjetos
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al que previamente se le habia afiadido una gota de liquido de montaje azul de
lactofenol. Luego, se cubrioé con un cubreobjetos, esta placa con muestra se sell6
con esmalte de ufias para evitar la desecacion de la muestra preparada.

Otra técnica de microscopia utilizada fue la técnica de cinta adhesiva, esta
consistid6 en colocar una pequefia gota de tinte azul de lactofenol en el
portaobjeto y con la ayuda de una pinza estéril se colocé la cinta adhesiva
presionando ligeramente sobre la colonia del hongo con el objetivo de que se
guedara pegado el micelio aéreo del hongo. Una vez obtenida la muestra del
hongo, se colocé sobre el portaobjetos. Luego, se cubrié la muestra con un
cubreobjeto y se llevé al microscopio para su observacion.

La observacion de estructuras reproductivas fueron nuevamente inoculadas en
medios de cultivo MEA, con el fin de obtener alguna estructura distinta a las
vegetativas del hongo. Ademas, se realiz0 la técnica de siembra en
microcultivo. La técnica por siembra en microcultivo consistio en colocar
cuidadosamente un fragmento de medio de cultivo gelificado de
aproximadamente 1 cm de lado y 2 mm de espesor de una placa estéril
previamente preparada después de esterilizar. La muestra del hongo se inoculd
en los bordes del medio de agar y luego se cubri6 con un cubreobjeto
esterilizado. Posteriormente, se incub6é en una camara humeda a temperatura
ambiente.

Una vez, todas las cepas fueron examinadas a partir de un microscopio de
campo claro LEICA DM750 equipado con camara fotografica digital LEICA
ICC50 HD, preparadas en placas de portaobjetos, donde se examind las
muestras utilizando primero el objetivo 4x y hasta observar con detalle la
morfologia filamentosa inalterada de las estructuras flngicas. Para la
identificacion de las muestras se utilizd las guias “Soil and Seed Fungi”
(Watanabe, 2002), Géneros ilustrados de hongos imperfectos (Barnett & Hunter,
1972), Identification of Pathogenic Fungi (Campbell, 2013) y referencias
publicadas en bases de datos publicas.

2.5 Etapa 2. Identificacién molecular

Las cepas seleccionadas se inocularon en platos Petri con medio de cultivo PDA,
con periodos de incubacion entre 7 a 10 dias de crecimiento a 28 °C.
Posteriormente, el micelio recogido se transfirio asépticamente a un mortero
refrigerado para triturarlo con nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino;
posteriormente se colectd el micelio macerado y se afiadio en tres tubos de 2ml
por cada cepa fangica, el material obtenido se almacené a -80°C en
congeladores mecanicos para una congelacion ultra fria (Hernandez, 2003).
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2.5.1 Extraccién de ADNg

Para las cepas con crecimiento micelial en platos de Petri con medio de
cultivo, el proceso de extraccion de ADN gendmico (ADNg) se realiz6 el
aislamiento a partir de las muestras de biomasa maceradas con nitrdgeno
liquido, que fueron previamente congeladas a -80°C para su posterior uso. La
preservacion en frio (criopreservacion), es el método méas recomendado y
utilizado para reducir el riesgo de alteracién genética entre las especies de
hongos analizados (Montesinos-Matias et al., 2015).

Para realizar la extraccion de ADN, se utilizo el protocolo del Kit Nucleo Spin
Plant 1l (Macherey-Nagel, 2020). Se realizaron las extracciones de ADNg
siguiendo las instrucciones de acuerdo con el fabricante con algunas
modificaciones. A partir de este punto, se inici0 el proceso de extraccion que
consistio en pesar entre 50-200 mg (0.05-0.20g) de micelio, previamente
macerado y congelado a -80°C, en tubos de 2 mL. Luego, se pesaron 150 mg
(0.15 g) de perlas de cristal en tubos de 1.5 mL.

Las perlas de cristal se afiadieron en los tubos donde previamente contenian el
micelio, una vez afiadido las perlas de cristal se agregaron 200 uL de Buffer PL1,
y se homogeniz6 la mezcla durante 10 segundos, empleando el homogeneizador
de baja velocidad marca (Vortex VWR). Posteriormente, se afiadieron otros 100
pL de Buffer PL1 y se continué con la homogeneizacion de las muestras con el
homogeneizador de baja velocidad.

En algunas muestras que no se homogeneizaron facilmente, se adicioné mas
Buffer PL1, hasta lograr que las muestras fueran manejables. Tomando en
cuenta que el volumen del Buffer PC hubo de ser incrementado
proporcionalmente. Seguidamente, se afiadieron 10 pL de RNAsa, se mezclaron
mediante vortex durante 10 segundos, y las muestras se incubaron en un
termobloque (marca LABSTAC), a 65°C durante 60 minutos.

Al finalizar el tiempo de incubacion en termobloque, se adiciona 100 uL de
cloroformo y se mezclaron las muestras en vortex durante 10 segundos.
Seguidamente, para separar las fases, se centrifugaron a maxima velocidad
durante 15 minutos en una centrifugadora (marca LABSTAC). Una vez finalizada
la centrifugacion, se pipete6 el sobrenadante que corresponde a la capa acuosa
superior y se transfiri6 a un nuevo tubo de 1.5 mL. Luego, el sobrenadante
extraido de la fase anterior se cargé en una columna NucleoSpin®Filter, que
consistia en un anillo violeta colocado dentro de un tubo colector de 2 mL. Las
muestras se centrifugaron a 10,690 rpm durante 2 minutos. Seguido el tiempo
de centrifugacion, se colecto el filtrado y se descart6 el NucleoSpin®Filter.

Posteriormente, al tubo colector de 2 mL que contiene el lisado filtrado de la fase
anterior se le afiadieron 450 pL de Buffer PC, mezclando correctamente
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mediante pipeteo. Esta mezcla se transfiri6 a la columna verde del
NucleoSpin®Filter que consistia en colocar el anillo verde dentro de un tubo
colector de 2 mL. Se carg6 la muestra, asegurandose de no superar el limite
méaximo de 700 pL, que es la capacidad maxima del tubo colector del
NucleoSpin®Filter. Luego, se centrifugdé a 10,690 rpm durante un minuto y se
descarto el filtrado.

El proceso de lavado y secado de la membrana de silice inicid, afiadiendo 400
uL de Buffer PW1 a la columna verde y se centrifugd a 10,690 rpm durante un
minuto, descartando el filtrado. Luego, se afiadieron 700 yL de Buffer PW2, se
centrifugé nuevamente a 10,690 rpm durante un minuto. A continuacion, se
adicionaron 200 pL de Buffer PW2 y se centrifugd a 10.690 rpm durante dos
minutos. Después, se descartd el tubo colector y se sec6 completamente la
membrana de silice.

Posteriormente, el anillo verde se colocé dentro de un nuevo tubo de 1.5 mL, y
se afladieron 25 pL de Buffer Elution dentro de la columna verde, esto se incubd
a 65°C durante 5 minutos. Al finalizar el tiempo de incubacion, se centrifugé a
10,690 rpm durante 1 minuto. Después del tiempo de centrifugacion, se verifico
la calidad y concentracion de ADNg utilizando el espectrofotometro NanoDrop
(espectrofotometro UV Visible BioSpec Nano (SHIMADZU). Para la
cuantificacion, se coloc6 1 uL de ADN en el equipo NanoDrop. Finalizando este
proceso se analizé el ADNg, mediante electroforesis en gel agarosa 0.7%.

La cantidad de muestras de ADNg cargadas en el gel, se distribuyd de la
siguiente forma: para el pocillo que contenia el marcador de peso molecular
(MPM), se utilizé 5ul de un marcador de 1kb/amresco (VWR), 2 pL de Loading
Buffer 6X, y 3 pL de H20mq. Para los pocillos que contenian las muestras de
ADNg se afiadio 2ul del producto de PCR, 2 pL de Loading Buffer 6X y 6 pL de
H20mg. La cantidad total de las muestras cargadas en el gel de agarosa fue 10
uL por pocillo, y se corrié a 60 V durante 60 minutos. Al finalizar el tiempo de
electroforesis las bandas del ADN se visualizaron en el fotodocumentador Gel
Doclte Imaging System, UVP®.

Para las cepas con crecimiento pulverulento, se les realizo extraccion de
ADNg mediante la técnica de esparcido de esporas. Dentro de la camara de flujo
laminar, la técnica consistio en afiadir 3000 pl de agua MiliQ estéril a la cepa en
platos Petri con medio de cultivo PDA. Con la ayuda de una espatula Drigalski,
se desprendieron las conidias del hongo realizando movimientos delicados de
esparcidos, las cuales se recogieron en un volumen de 1000 puL de la mezcla y
se afiadieron en tubos Eppendorf de 2 mL. Posteriormente, se elimin el medio
liquido de las colonias mediante centrifugacion a 10,000 rpm durante 10 minutos.
Una vez transcurrida la primera centrifugacién, se descarto el sobrenadante y el
proceso se finaliza realizando 3 lavados de la muestra hasta obtener una
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preparacion libre de medio de cultivo. A partir de este punto, se realizé el mismo
procedimiento de extraccibn de ADNg anteriormente mencionado, que
corresponde al protocolo de extraccion de ADN, kit de extraccion Kit Nucleo Spin
Plant II.

2.5.2 Amplificacion por PCR a punto final

Las muestras de ADN fungico se analizaron mediante la amplificacion por PCR
a punto final, utilizando los cebadores ITS5 e ITS4, que han sido probados en
numerosas investigaciones para la identificacion de cepas fungicas (Raja et al.,
2017). Esta amplificacion se aplicé a todas las muestras de ADN fungico extraido
de la region transcrita interna completa conservada. Las amplificaciones se
realizaron en el termociclador MyCycler Bio-Rad, cada reaccién se hizo con un
volumen final de 25 pL con las siguientes concentraciones de reactivos: 100-200
ng de ADNg, 10 mM dNTPs (BioRad), 5U/ uL Taqg ADN polimerasa (Invitrogen),
10uM de cada cebador (ITS5for: 5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG ‘3 y
ITS4rev: 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC ‘3, Buffer 10x PCR, 50 mM MgCl2
(Invitrogen) (ver Tabla 2).

Tabla 2. Reactivos y condiciones utilizadas para realizar la amplificacion del ADN
gendmico fungico mediante la técnica de PCR.

Reactivos Concentracion X MIX
stock

Buffer 10x 2,5 L 8.75 uL
dNTP’s 10mM 0,5 pL 1.75 L
MgClI2 50mM 1,25 uL 4.375 pL
Primer ITS5 for 10 uM 0,6 uL 2.1yL
Primer ITS4 rev 10 uM 0,6 uL 2.1yL
Taq polimerasa 5U/ uL 0,125 yL 0.4375 pL
H20mqg - 17,925 pL 62.7375 uL
ADNg Molde 100-200 ng 1,5uL 5.25 L

25 pL 87.5 uL

Para un tubo de Para 3.5 tubos de PCR

PCR

Volumen Total - 23.5 pL MIX para cada tubo + 1.5
pL de ADNg

Las condiciones de reaccién para las amplificaciones con el kit tag DNA
polymerase recombinante (Invitrogen by life technology), en el termociclador
para 32 ciclos fueron las siguientes: ciclo de desnaturalizacion a 94 °C durante 5
minutos, seguido de 30 ciclos a 94 °C durante 15 segundos, 56 °C durante 15
segundos, elongacion a 72 °C durante 40 segundos, y una extension final a 72
°C durante 7 minutos (ver Tabla 3).
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Tabla 3. Programacion del termociclador utilizado para la amplificacion de la
region ITS mediante la técnica de PCR.

Programacién Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 5 minutos

Desnaturalizacién 94°C 15 segundos
Desnaturalizacién 56°C 15 segundos

Elongacion 72°C 40 segundos 32
Extensién final 72°C 7 minutos

Reposo 4°C 0

Para confirmar el tamafo del fragmento de los productos amplificados por PCR,
estos se evaluaron mediante la electroforesis en gel de agarosa al 1%. El orden
de las muestras cargadas en el gel de agarosa fue en el siguiente orden: el pocillo
que contenia el marcador de peso molecular (MPM), se utiliz6 5 pL de un
marcador de 100 pb/amresco (VWR), 2 uL de Loading Buffer 6X, y 3 pL de
H20Omg. Para los pocillos que contenian las muestras de ADN amplificadas, se
afiadieron 4 pL del producto de PCR, 2 pL de Loading Buffer 6X y 4 uL de H20mq
(ver Tabla 4). La cantidad total de las muestras cargadas en el gel de agarosa
fue 10 uL por pocillo, y se corrié a 60 V durante 90 minutos. Al finalizar el tiempo
de electroforesis el producto amplificado se visualizé en el fotodocumentador Gel
Doclte Imaging System, UVP®.

La técnica mejorada que se utilizé6 para realizar la amplificacion de ADNg
mediante PCR de las regiones ITS4 e ITS5, fue estandarizada por la Dra.
Gesabel Navarro en el Laboratorio de Estudios Moleculares y Micologia del
Centro de Investigacién e Informacion de Medicamentos y Téxicos (CIIMET),
Facultad de Medicina.

Tabla 4. Preparaciéon de las muestras cargadas con electroforesis en gel de
Agarosa 1% para muestras de producto de PCR.

Cepa Prod. PCR LB6X H20mq Total

MPM (100pb) 5uL 2uL 3uL 10uL
Control - 4uL 2uL 4uL 10uL
Cepal 4uL 2uL 4uL 10uL
Cepa?2 4uL 2uL 4uL 10uL
Cepa 3 4uL 2uL 4uL 10uL

2.5.3 Secuenciaciéon del ADNg

La secuenciacion del material génico se realiz0 una vez se confirmaba la
concentracion y los fragmentos esperados del ADN gendmico de cada cepa
seleccionada. Los amplicones obtenidos por PCR a punto final, fueron enviados
mediante el servicio brindado por la empresa Psomagen (Maryland, Estados
Unidos) y Macrogen (Seul, Corea del Sur).

La secuenciacion seleccionada fue estandar tipo Sanger como criterio de control
de calidad de las secuencias de ADN obtenidas de cada cebador. Las muestras
se secuenciaron en ambas direcciones (forward y reverse). La secuenciacion
Sanger es un procedimiento de secuenciacion por sintesis, que se fundamenta
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en la duplicacion de una molécula de ADN mediante el ADN polimerasa. La ADN
polimerasa, a partir de un oligonucleétido cebador, genera un grupo de
oligonucledtidos de variados tamafios y complementarios a la hebra molde
(Valderrama Martin et al., 2020).

Se reviso el contenido de guanina-citosina y los cromatogramas producidos en
la secuenciacion. Estos datos permitieron investigar toda la informacion
registrada en las bases de datos sobre el orden de las secuencias similares al
hongo de interés en la investigacion. Se utilizé la base de informacion
internacional del National Center for Biotechnology Information (NCBI), USA, que
facilitd las conexiones con las bases de datos bibliograficas méas importantes,
permitiendo una conexion rapida al acceso y analisis sencillo.

En el programa BioEdit, donde se trabajé con las secuencias iniciales para
obtener una secuencia consenso. Las dos secuencias forward y reverse fueron
copiadas y pegadas en un nuevo archivo a través de la opcion "File-New from
clipboard". A continuacion, se realizé un alineamiento por pares seleccionando
las dos secuencias y utilizando la funcion "Sequence-Pairwise alignment-Align
two sequences (allow ends to slide)", lo que permitié alinear ambas secuencias
y observar sus similitudes y diferencias. Una vez alineadas, se gener6 la
secuencia consenso a través de "Alignment-Create consensus sequence". Este
procedimiento se repitié para todas las muestras a analizar.

Luego, con las secuencias consenso generadas, se procedio al primer chequeo
de identidad utilizando la herramienta BLASTn en la plataforma del NCBI. Para
esto, se ingresé cada secuencia consenso en el recuadro del programa,
asegurandose de que incluyera el simbolo ">" al inicio, necesario para que el
sistema interprete correctamente la secuencia. Con los parametros por defecto,
se realizé la busqueda BLAST, obteniendo como resultado la secuencia mas
similar en la base de datos, junto con valores importantes como porcentaje de
identidad. Posteriormente, debido a que las secuencias consenso pueden variar
en longitud, se utilizé el programa MEGA X para realizar un alineamiento. En
MEGA X, se seleccion6 la opcion "Edit/Build Alignment" dentro del menu ALIGN,
lo que permitié crear un nuevo alineamiento especificando el tipo de datos (DNA).
Esta base de datos incorpora la herramienta BLAST, que es fundamental para
llevar a cabo busquedas y asi facilitar la descarga de secuencias de archivos.

2.5.4 Arbol filogenético

Al obtener informacién sobre las secuencias de las cepas fungicas, se investigo
toda la informacion registrada en las bases de datos sobre el orden de las
secuencias similares al hongo de interés en la investigacion. Una vez
reconocidas las secuencias de los hongos con un alto porcentaje de similitud en
diversas areas geograficas, se llevo a cabo un analisis para realizar el arbol
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filogenético. Finalmente, se selecciond el modelo evolutivo TIM2e+G4 mediante
el andlisis de méaxima verosimilitud con el software IQ-TREE, utilizando la funcién
de seleccion automética de modelos (ModelFinder). Este modelo permitid
representar las sustituciones nucleotidicas de forma realista, considerando
distintas tasas de transicion y transversion, asi como la variacion evolutiva entre
sitios. Con este programa se construyo los arboles filogenéticos, lo que permitio
visualizar las relaciones evolutivas entre las secuencias y preparar los datos para
analisis posteriores.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Resultados

3.1.1 Identificacion macroscoOpica y microscopica

En este estudio se logré reactivar y agrupar 65 cepas de hongo filamentosos de
forma satisfactoria, con una diversidad amplia de caracteristicas de crecimiento
de colonias con micelios aéreos, de texturas desde lanoso (algodonoso), felpa,
aterciopelado, cartilaginoso, inmerso, pulverulento a granulado, presencia de
exudados, pigmentacion del anverso y reverso de la colonia o pigmento difusible
en el medio de cultivo (ver Figura 11).

Figura 11. Caracteristicas macroscoOpicas y microscépicas de hongos aislados
provenientes del agua de la Bahia de Panama. Se muestran ejemplos representativos de: vista
frontal de las colonias en plato de Petri con PDA (A-F), conidiacion tipo Cladosporium (G),
microconidios y macroconidios (H), conidiéforo biverticilado (l), conidioforo vesicula circular (J),
conidiacién tipo phialophora (K), conidios redondos sueltos (L).

La identificacion morfolégica de las cepas se basoé utilizando como criterio sus
caracteristicas macroscoépicas y microscopicas, lo que confirmé que la mayoria
comprenden hongos ascomicetos conidiales o estados estériles, esto de acuerdo
con caracteristicas presenciales como las hifas tabicadas, crecimiento por
elongacién apical, presencia esporas grandes de paredes gruesas tipo
clamidosporas, conidioforos biverticilado.

Del total de cepas seleccionadas, el 60% (39 cepas) presentaron un tamafio de
crecimiento limitado (crecimiento lento) entre seis a 15 dias de incubacioén, y el
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40% (26 cepas) obtuvieron un tamafio de crecimiento de moderado (a invasiva),
entre tres a cinco dias de incubacién (ver Tabla 5y Figura 12).

Tabla 5. Tasa o Tamafo de crecimiento limitado (lento) o invasivo (moderada a

rapida) de las colonias de las cepas estudiadas.

Cdédigo de Tasa de Tiempo en Sitio de Muestreo
cepa crecimiento dias

218Ag Lento 15 Salida del Rio Matasnillo

238Ag Lento 15 Las Bévedas

048AgM3 Lento 15 Coco del Mar

211Ag Lento 15 Boca La Caja

212Ag Lento 15 Boca La Caja

40Ag Lento 14 Panama La Vieja

227Ag_b Lento 13 Hospital Santo Tomas

48Ag Lento 13 Coco del Mar

227Ag_a Lento 13 Hospital Santo Tomas

236Ag Lento 13 Antigua Autoridad de la Regién
Interoceanica

215Ag Lento 13 Isla Flamenco

237bAg Lento 13 Antigua Autoridad de la Region
Interoceanica

233Ag_b Lento 12 Costa del Este

233Ag_a Lento 12 Costa del Este

233Ag Lento 12 Costa del Este

233bAg Lento 12 Costa del Este

165Ag Lento 12 Boca La Caja

234Ag Lento 11 Costa del Este

30Ag_a Lento 11 Panama La Vieja

216Ag Lento 11 Isla Flamenco

56Ag Lento 10 Coco del Mar

49Ag_a Lento 10 Salida del Rio Matasnillo

51Ag Lento 10 Salida del Rio Matasnillo

231Ag Lento 10 Club Unién

10Ag_b Lento 9 Antigua Autoridad de la Region
Interoceanica

23Ag Lento Costa del Este

99Ag Lento Antigua Autoridaq d_e la Regién
Interoceanica

6Ag Lento 9 Isla Flamenco

26Ag Lento 9 Panama La Vieja

31Ag Lento 9 Panama La Vieja

B36Ag Lento 9 Panama La Vieja

AB0Ag Lento 9 Boca La Caja

95Ag Lento 9 Avenida de los Poetas

10Ag_c1 Lento 9 Antigua Autoridad de la Region
Interoceanica

10Ag_c2 Lento 9 Antigua Autoridaq d_e la Region
Interoceanica

011Ag Lento 9 Coco del Mar

2Ag_b Lento 8 Coco del Mar

22Ag Lento 8 Costa del Este
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2Ag Lento 8 Coco del Mar

18Ag Moderado 5 Costa del Este

29Ag Moderado 5 Panama La Vieja

58Ag Moderado 5 Salida del Rio Matasnillo

111Ag Moderado 5 Isla Flamenco

108Ag Moderado 5 Isla Flamenco

112Ag Moderado 5 Antigua Autoridad de la Region

Interoceanica

169Ag Moderado 5 Isla Flamenco

115Ag Moderado 5 Boca La Caja

8Ag_b Moderado 5 Avenida de los Poetas

107Ag Moderado 5 Isla Flamenco

232Ag Moderado 5 Costa del Este

170Ag Moderado 5 Costa del Este

27Ag_b Moderado 4 Panama La Vieja

82Ag Moderado 4 Boca La Caja

83Ag Moderado 4 Boca La Caja

163Ag Moderado 4 Boca la Caja

109Ag Moderado 4 Isla Flamenco

25Ag Moderado 4 Panama La Vieja

84Ag_a Moderado 4 Club Unién
Moderado 4 Antigua Autoridad de la Regioén

100Ag Interoceanica

205Ag Moderado 4 Boca La Caja
Moderado Antigua Autoridad de la Region

101Ag Interoceanica

49Ag_b Moderado 4 Salida del Rio Matasnillo

84Ag_b Moderado 4 Club Unién

1Ag Moderado 3 Panama La Vieja

4Ag Moderado 3 Las Bovedas

Figura 12. Tasa de crecimiento de las colonias de cepas de hongos estudiados.

Tasa de Crecimiento

Moderado
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3.1.2 Identificacién macroscépica de hongos filamentosos

En las Figuras 13 y 14, se muestran ejemplos representativos de las
caracteristicas macroscépicas de los hongos estudiados, destacando que la
textura mas comun fue la pulverulenta con un 33.8% (22 cepas), seguida por la
textura aterciopelada con un 32.3% (21 cepas) y la afelpada, que represento el
23.1% (15 cepas). En menor proporcion, se observaron colonias con texturas
vellosa con 9.2% (seis cepas), mientras que la menos frecuente fue la
algodonosa, con solo el 1.5% (una cepa).

Figura 13. Caracteristicas morfolégicas macroscépicas de hongos filamentosos aislados
del agua de la Bahia de Panama, observados en medio de cultivo PDA. Se muestran
ejemplos representativos, mostrando un micelio con sus diferentes texturas, color, forma y
tamafio de las colonias flingicas.

Figura 14. Morfologia macroscopica de los tipos de texturas del micelio de las colonias
fangicas en medio de cultivo PDA. Se muestran ejemplos representativos de texturas afelpada
(A), vellosa (B), pulverulenta (C), aterciopelada (D).
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Otra caracteristica morfolégica macroscopica es la presencia de exudados en la
superficie del micelio de las colonias fungicas, el desarrollo de esta caracteristica
puede variar de color entre los géneros. El 30.8% (20 cepas) de cepas
analizadas presentaron exudados, mientras que la mayoria con 69.2% (45
cepas) no lo desarrollaron al transcurrir su tiempo en incubacion. El color del
exudado vari6é entre las cepas, 12 cepas (18.5%) presentaron un exudado de
color amarillo, cuatro cepas (6.2%) presentaron un color crema, dos cepas
(3.1%) presentaron un color negro, una sola cepa presentd un color rojo y cepa
fue traslucido (ver Figura 15).

Figura 15. Presencia de exudados en las colonias fungicas cultivadas en medio PDA. Se
muestran ejemplos representativos de diferentes colores en los exudados: A) Exudados rojo. B)
Exudados negro. C) Exudado crema. D) Exudados amarillo.

La Figura 16 muestra que 14 cepas (21.5%) analizadas desarrollaron
pigmentacién en el agar del medio de cultivo. Dentro de las cepas que
desarrollaron pigmentacion, el 18.5% (12 cepas) presentd una pigmentacion de
color amarillo, y el 3.1% (2 cepas), mostré pigmentacion de color rojo.

Figura 16. Presencia de pigmentos en las colonias fungicas cultivadas en medio PDA. Se
muestran ejemplos representativos de la pigmentacion en el agar de la colonia frontal y en el
reverso, mostrando pigmento de color rojo (A-B) y amarillo (C-D).

Estas diferentes observaciones macroscopicas de las colonias fuangicas
estudiadas permiten realizar una correcta identificacion y clasificacion de los
hongos. Toda esta informacion fue organizada en un cuadro descriptivo que
resume las caracteristicas morfoldégicas observadas en cada cepa fungica
estudiadas, lo que facilita la interpretacion de la diversidad fangica en las
muestras y contribuye a su identificacion preliminar (ver Figura 17 y Tabla 6).
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Figura 17. Morfologia macroscOpica de las cepas de hongos estudiados. Crecimiento de las
cepas en platos de Petri en medio de cultivo en PDA para analizar las caracteristicas a nivel
macroscopico (anverso y reverso), tiempo de incubacién durante un periodo de 3 a 9 dias, a una

temperatura de 25-28°C. Parte I.
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Figura 17. 1. Continuacién de la Figura 17. Morfologia macroscépica de las cepas de
hongos estudiados. Parte II.
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Figura 17. 2. Continuacién de la Figura 17. Morfologia macroscépica de las cepas de
hongos estudiados. Parte lll.
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Figura 17. 3. Continuacion de la Figura 17. Morfologia macroscépica de las cepas de
hongos estudiados. Parte IV.

Tabla 6. Descripcién de las caracteristicas morfologicas de las cepas de hongos

estudiados.

# Cédigo de
cepa

Caracteristicas macroscoépicas (Anverso y reverso)

la-1b 10Ag_b, 23Ag,
99Ag, 6Ag, 26Ag,
31Ag, B36Ag,
A80Ag, 95Ag

Colonia de textura afelpada con exudados amarillo en el centro, mucho micelio aéreo
verde, margen liso con flecos y una coloracion distintiva: verde en el centro que se
degrada a un tono amarillo en el borde. La colonia pigmenta el medio de cultivo PDA
de amarillo. Reverso de color crema, no desarrolla crecimiento de micelio inmerso en
el agar.

2a-2b 10Ag_cl

Colonia de textura aterciopelada sin exudados, poco micelio aéreo de color blanco,
margen liso, circular sin flecos y una coloracién distinta en el centro gris que se
degrada a un color blanco en el borde de la colonia. Presenta elevacion plana, no
desarrollé crecimiento de micelio dentro del agar. Sin pigmento en el agar, y el reverso
es de color blanco.

3a-3b 10Ag_c2

Colonia con textura aterciopelada con exudados rojos en el centro de la colonia, poco
micelio aéreo de color blanco, margen liso, circular sin flecos y coloracién distinta en
el centro rojo que se degrada a un color amarillo en el borde. Presenta elevacién plana
y no desarrollé crecimiento de micelio inmerso en el agar. Con pigmentacion rojo en
el medio PDA, reverso de color oscuro que se degrada de amarillo en el borde.

4a-4b 1Ag

Colonia de textura pulverulenta sin exudados, poco micelio aéreo de color verde,
margen liso, circular sin flecos. Coloracién de la colonia en el centro de color verde
olivo en el centro y un color blanco muy marcado en el borde. Presenta elevacion plana
y no desarroll6 crecimiento de micelio inmerso en el agar. Pigmentacion de color rojo
en el medio de cultivo PDA, y el reverso de color oscuro con una linea blanca en el
borde de la colonia.

5a-5b 4Ag, 18Ag

Colonia de textura pulverulenta sin exudados, poco micelio aéreo de color verde,
margen irregular, ondulado sin flecos. Coloracion de la colonia en el centro de color
verde olivo en el centro y un color blanco muy marcado en el borde. Elevacion plana
y no desarrollé crecimiento de micelio inmerso en el agar, sin pigmentacion en el medio
de cultivo PDA, y el reverso de la colonia es de color crema.

6a - 6b 25Ag, 84Ag_a,
84Ag_b, 163Ag

Colonia de textura pulverulenta con exudados crema en el centro, poco micelio aéreo
de color verde, margen irregular, con flecos. Coloracion verde con bordes blancos,
elevacién plana y no desarroll6 crecimiento de micelio inmerso en el agar. Sin
pigmentacién en el medio de cultivo PDA, y el reverso de la colonia es de color crema.
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7a-7b

49Ag_b

Colonia de textura pulverulenta sin exudados, coloracién verde en el centro con una
linea de color blanca en el borde, poco micelio aéreo de color verde, margen circular
sin flecos. Presenta elevacion plana, sin crecimiento de micelio inmerso en el agar. No
presenté pigmentacion en el medio de cultivo PDA, y el reverso de la colonia es de
color amarillo.

8a-8b

29Ag, 58Ag,
82Ag, 83Ag,

108Ag, 111Ag,
109Ag, 112Ag

Colonia de textura pulverulenta sin exudados, poco micelio aéreo de color verde,
margen circular sin flecos, coloracion de la colonia en verde. Presenta elevacion plana,
no desarroll6 crecimiento de micelio inmerso en el agar. Sin pigmentacion en el medio
de cultivo PDA, y el reverso de la colonia es de color crema.

9a-9b

100Ag

Colonia de textura pulverulenta sin exudados, micelio aéreo de color verde, coloracion
de la colonia verde menta, margen irregular con flecos. Presenta elevacion plana,
desarrollé poco crecimiento de micelio inmerso en el agar. Sin pigmentacién en el
medio de cultivo PDA, y el reverso de la colonia es de color amarillo en el centro con
borde claro.

10a-10b

205Ag

Colonia de textura pulverulenta sin exudados, micelio aéreo de color verde con margen
irregular con flecos. Coloracién verde con bordes naranja. La colonia presenta
elevacion plana, desarrollé poco crecimiento de micelio inmerso en el agar. Sin
pigmentacién en el medio de cultivo PDA, y el reverso de la colonia es de color naranja.

1la-11b

101Ag

Colonia de textura aterciopelada con exudados amarillo, micelio aéreo blanco, y un
margen circular. Coloracién gris con bordes claros, presenta elevacién plana, y sin
crecimiento de micelio inmerso en el agar. Sin pigmentacién en el medio de cultivo
PDA, y el reverso de la colonia es de color amarillo.

12a-12b

169Ag, 115Ag,
8Ag-b

Colonia de textura pulverulenta sin exudados, mucho micelio aéreo oscuro y un
margen circular liso. Coloracién de la colonia oscura, presenta elevacion plana, y poco
crecimiento de micelio inmerso en el agar. Sin pigmentacion en el medio de cultivo
PDA, y el reverso de la colonia de color crema.

13a-13b

107Ag

Colonia de textura afelpada con exudados amarillo, micelio aéreo blanco, y un margen
irregular con flecos, que asemejan raices. Coloracion verde que se degrada a tono
crema en el borde. Presenta elevacién plana, y crecimiento de micelio inmerso en el
agar. Sin pigmentacion en el medio de cultivo PDA, y el reverso de la colonia presenta
un color amarillo en el centro, con bordes de tono crema.

14a-14b

2Ag_b

Colonia de textura aterciopelada, micelio aéreo rosado, sin exudados. Coloracién de
la colonia rosa, margen irregular con flecos que asemejan raices. Presenta elevacién
plana, y crecimiento inmerso en el agar. Sin pigmentacion en el medio de cultivo PDA.
Reverso con coloracién chocolate.

15a-15b

232Ag, 27Ag_b,
170Ag

Colonia de textura afelpada que se torna pulverulenta sin exudados, micelio aéreo
amarillo, y un margen circular con flecos, que asemejan raices. Coloracién mostaza
con linea blanca en el borde de la colonia. Presenta elevacién plana, y poco
crecimiento de micelio inmerso en el agar. Sin pigmentaciéon en el medio de cultivo
PDA, y el reverso de la colonia presenta un color crema.

16a-16b

22Ag

Colonia de textura pulverulenta-granulado sin exudados en el centro, micelio aéreo de
color verde, sin margen, crece en todo el medio, y coloracién de la colonia en verde.
Presenta elevacién plana y no desarroll6 crecimiento de micelio inmerso en el agar.
Pigmentacién de color amarillo en el medio de cultivo PDA, y el reverso de color
amarillo.

17a-17b

234Ag

Colonia de textura afelpada con exudados en todo el crecimiento de color oscuro,
micelio aéreo de color blanco, sin margen, crece en todo el medio, y coloracién de la
colonia en blanco con manchas circulares oscuras, conocidas como acérvulos
globosos. Presenta elevacion plana, y desarroll6 mucho crecimiento de micelio
inmerso en el agar. Sin pigmentacién en el medio de cultivo PDA, y el reverso de color
crema.

18a-18b

2Ag

Colonia de textura afelpada con exudados traslicido mucho micelio aéreo blanco, y
un margen circular con flecos. Coloracion de la colonia blanco. Presenta elevacion
plana, y crecimiento de micelio inmerso en el agar. Sin pigmentacién en el medio de
cultivo PDA, y el reverso de la colonia crema.

19a-19b

011Ag

Colonia de textura algodonosa o vellosa sin exudados, mucho micelio aéreo blanco, y
un margen irregular con flecos, que asemejan raices. Coloracion rosa, presenta
elevacion plana, y crecimiento de micelio inmerso en el agar. Sin pigmentacion en el
medio de cultivo PDA, y el reverso de la colonia de color crema.

20a-20b

30Ag_a

Colonia de textura aterciopelada con exudados amarillo, micelio aéreo de color blanco,
y margen circular con flecos que asemejan raices. Coloracion de la colonia de amarillo
en el centro que degrada a blanco en el borde. Presenta elevacién plana, y desarrollé
mucho crecimiento de micelio inmerso en el agar. Sin pigmentacién en el medio de
cultivo PDA, y el reverso de color crema con machas de color rosa.

21a-21b

218Ag

Colonia de textura aterciopelada sin exudados, micelio aéreo de color blanco, margen
liso, irregular sin flecos y una coloracion distinta en el centro oscuro que se degrada a
un color blanco en el borde de la colonia. Presenta elevacion acuminada, no desarroll6
crecimiento de micelio inmerso en el agar. Sin pigmentacion en el medio de cultivo
PDA, y el reverso cartilaginoso de color oscuro con borde claro.
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22a-22b

227Ag_b

Colonia de textura aterciopelada y concéntrica sin exudados, micelio aéreo de color
blanco, margen liso, circular sin flecos y una coloracién distinta en el centro oscuro
gue se degrada a un color blanco en el borde de la colonia. Presenta elevacién
acuminada, no desarroll6 crecimiento de micelio inmerso en el agar. Sin pigmentacién
en el medio de cultivo PDA, y el reverso cartilaginoso de color oscuro con borde claro.

23a-23b

56Ag

Colonia de textura aterciopelada y concéntrica sin exudados, micelio aéreo de color
gris, y margen liso circular sin flecos. Coloracién gris con lineas blancas en toda la
colonia. Presenta elevacién plana, no desarroll6 crecimiento de micelio inmerso en el
agar. Con pigmentacién amarilla en el medio de cultivo PDA, y el reverso cartilaginoso
de color oscuro con borde claro.

24-24b

238Ag, 233Ag_b,
233Ag_a, 233Ag,
233bAg, 48Ag

Colonia de textura vellosa sin exudados, mucho micelio aéreo de color blanco, y
margen liso, circular sin flecos. Coloracion verde olivo, presenta elevacion plana, no
desarrollé crecimiento de micelio inmerso en el agar. Sin pigmentacién en el medio
de cultivo PDA, y el reverso cartilaginoso de color oscuro con borde claro.

25a-25b

49Ag_a, 51Ag

Colonia de textura aterciopelada y concéntrica sin exudados, poco micelio aéreo de
color verde, y margen liso, circular sin flecos. Coloracién de la colonia en verde,
presenta elevacion plana, no desarroll6 crecimiento de micelio inmerso en el agar. Sin
pigmentacién en el medio de cultivo PDA, y el reverso de color oscuro con borde claro.

26-26b

165Ag

Colonia de textura aterciopelada sin exudados, poco micelio aéreo de color oscuro-
blanco, y margen liso, circular sin flecos. Coloracién oscura, en el centro de la colonia
de color amarillo. Presenta elevacion plana, desarroll6 crecimiento de micelio inmerso
en el agar. Sin pigmentacion en el medio de cultivo PDA, y el reverso de color oscuro.

27a-27b

048AgM3

Colonia de textura aterciopelada sin exudados, poco micelio aéreo de color verde-gris,
y margen liso, circular sin flecos. Coloracién de la colonia en verde, presenta elevacion
convexa, no desarroll6 crecimiento de micelio inmerso en el agar. Sin pigmentacion
en el medio de cultivo PDA, y el reverso de color oscuro.

28a-28b

227Ag_a

Colonia de textura aterciopelada, poco micelio aéreo de color crema, y margen liso,
circular sin flecos. Coloracién crema de la colonia, presenta elevacion acuminada, no
desarrollé crecimiento de micelio inmerso en el agar. Sin pigmentacién en el medio
de cultivo PDA, y el reverso cartilaginoso de color crema.

29a-29b

40Ag

Colonia de textura afelpada-vellosa sin exudados, mucho micelio aéreo de color
blanco, sin margen, crece en todo el medio con flecos que asemejan raices.
Coloracion de la colonia en blanco con granulos circulares oscuras. Presenta
elevacion plana, y desarroll6 mucho crecimiento de micelio inmerso en el agar. Sin
pigmentacion en el medio de cultivo PDA, y el reverso de color crema, con el centro
oscuro.

30a-30b

236Ag

Colonia de textura aterciopelada-cartilaginoso sin exudados, poco micelio aéreo de
color verde oscuro, margen liso, circular sin flecos, y coloracién verde de la colonia
con una linea en el borde. Presenta elevacion plana, no desarrollé crecimiento de
micelio inmerso en el agar. Sin pigmentacion en el medio de cultivo PDA, y el reverso
cartilaginoso de color oscuro con una linea blanca en el borde.

31a-31b

211Ag

Colonia de textura aterciopelada, poco micelio aéreo de color chocolate, y margen liso,
circular con flecos. Coloracion chocolate en el centro, con bordes oscuros. Presenta
elevacion plana, desarrolld6 poco crecimiento de micelio inmerso en el agar. Sin
pigmentacién en el medio de cultivo PDA, y el reverso de color oscuro.

32a-32b

215Ag

Colonia de textura aterciopelada sin exudados, poco micelio aéreo de color chocolate,
y margen liso, circular sin flecos. Coloracion de la colonia chocolate en el centro con
borde verde, presenta elevacion convexa, no desarroll6 crecimiento de micelio
inmerso en el agar. Sin pigmentacion en el medio de cultivo PDA, y el reverso de color
oscuro con linea blanca en el borde.

33a-33b

237bAg

Colonia de textura aterciopelada con exudados oscuros, poco micelio aéreo de color
chocolate, y margen liso, irregular con flecos. Coloracién de la colonia chocolate con
borde oscuro, presenta elevacion plana. Presenta desarrollo de micelio inmerso en el
agar. Sin pigmentacion en el medio de cultivo PDA, y el reverso de color oscuro.

34a-34b

231Ag

Colonia de textura aterciopelada y concéntrica sin exudados, micelio aéreo de color
gris, y margen liso circular sin flecos. Coloracion gris con linea verde en la colonia.
Presenta elevacion plana, no desarrollé crecimiento de micelio inmerso en el agar.
Pigmentacion de color amarillo en el medio de cultivo PDA, y el reverso cartilaginoso
de color oscuro con borde claro.

35a-35b

216Ag

Colonia de textura aterciopelada-cartilaginosa sin exudados, micelio aéreo de color
verde, y margen liso irregular sin flecos. Coloracién verde oscuro, presenta elevacion
plana, no desarroll6 crecimiento de micelio inmerso en el agar. Sin pigmentacion en
el medio de cultivo PDA, y el reverso cartilaginoso de color oscuro con borde claro.

36a-36b

212Ag

Colonia de textura aterciopelada, poco micelio aéreo de color crema, y margen liso,
circular sin flecos. Coloracion crema de la colonia con lineas verdes, presenta
elevacion acuminada, no desarrollé crecimiento de micelio inmerso en el agar. Sin
pigmentacién en el medio de cultivo YPG, y el reverso de color chocolate con linea
gruesa de color blanco en el borde.

62




3.1.3 Identificacion microscopica de hongos filamentosos

Las caracteristicas morfolégicas microscopicas de los hongos aislados del agua
de la Bahia de Panama, observados mediante microscopia, revelaron que el
44.6% (29 cepas) desarrollaron estructuras reproductivas con conidiacion
caracteristico del género Penicillium spp. Por otra parte, se identificd que 27.7%
(18 cepas) desarrollaron estructuras de pared gruesa y con pigmento melanicos,
con un tipo de conidiacion caracteristico del género Cladosporium spp., mientras
que una sola cepa desarrolld6 dos tipos de conidiacion, tipo Rhinocladiella y
Phialophora. Otros géneros identificados fueron Aspergillus spp. (5 cepas),
Paecilomyces spp. (4 cepas), Fusarium spp. (3 cepas), Trichoderma sp. (una
cepa) y Pestalotiopsis sp. (una cepa). El 67.7% (44 cepas) de los hongos
mostraron hifas hialinas, siendo esta una caracteristica predominante en el
estudio; por su parte, 32.3% (21 cepas) mostraron hifas de pared gruesa y
melanicas (marrones) caracteristico del grupo de hongos dematiaceos (ver Tabla
8 y Figura 18).

o
Figura 18. Caracteristicas morfolégicas microscopicas de hongos filamentosos aislados
del agua de la Bahia de Panama, observadas en medio de cultivo PDA. Se muestran
ejemplos representativos de las estructuras reproductivas de los géneros Penicillium sp. (A-B),
Aspergillus sp. (C-D), Cladosporium sp. (E-F), Fusarium sp. (G-H), Paecilomyces sp. (I-J),
Talaromyces sp. (K-L), Exophiala sp. (M-N), Trichoderma sp. (N-O), Neopestaloptiosis sp. (P-Q)
y Aureobasidium sp. (R-S).
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En general, usando el criterio de las caracteristicas microscopicas y, en algunos
casos, la macroscopica, se determin6 que 61 cepas (93.8%) fueron identificados
hasta nivel de género, sin embargo, cuatro cepas (6.2%) no se lograron
identificar taxondmicamente, porque no desarrollaron estructuras reproductivas,
solo estructuras vegetativas (micelia estéril) (ver Figura 19 y Tabla 8).

Figura 19. Morfologia microscépica de cepas a hons estuados. Parte I.
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Ifigura 19. 1. Continuacion de la Figura 1§.Morfologia microscépica de cepas de hongos
estudiados. Parte Il.
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Figura 19. 2. Continuacion de la Figura 19. Morfogia micros
estudiados. Parte lIl.

copica de cepas de hongos
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Tabla 7. Descripcion microscopica de las cepas de hongos filamentosos.

#

Cédigo de cepa

Caracteristicas microscopicas

la-1b

10Ag_b, 23Ag, 99Ag
6Ag, 26Ag, 31Ag,
B36Ag, A80Ag, 95Ag

Hifas hialinas y septadas, con conidi6foros asimétricos ramificados de tipo biverticilado.
Se observan conidias de forma circular dispuestas en cadenas, las cuales emergen de
fidlides en forma de ampolla. (100x, 100x).

2a -2b

10Ag_cl

Hifas hialinas septadas, con conidiéforo cortos y simples de tipo monoverticilado. Las
fidlides son robustas y producen conidias de forma circular, agrupadas en pequefias
cadenas. (100x, 100x).

3a-3b

10Ag_c2

Hifas hialinas septadas, con conidioéforo cortos y simples de tipo monoverticilado. Las
fiadlides son robustas y producen conidias de forma circular, agrupadas en pequefias
cadenas. (40x, 100x).

4a-4b

1Ag

Hifas hialinas septadas, con conidi6foros simples, simétrico de tipo monoverticilado y
biverticilado. Conidias de forma circular dispuestas en largas cadenas, las cuales
emergen de fidlides delgadas. (100x, 40x).

5a-5b

4Ag, 18Ag

Hifas hialinas septadas, con conidi6foros simples, simétrico de tipo biverticilado. Conidias
de forma circular y ovaladas dispuestas en largas cadenas, las cuales emergen de fidlides
delgadas. (40x, 100x).

6a - 6b

25Ag, 84Ag_a,
84Ag_b, 163Ag

Hifas hialinas septadas, con conidi6foro largo asimétrico, presentando ramificacion de
tipo biverticilado y triverticilado. Las fidlides son delgadas con forma larga las cuales
producen los conidios circulares dispuestos en cadenas cortas. (40x, 40x).

7a-7b

49Ag_b

Hifas hialinas septadas, con conidiéforo largo, presentando ramificacién de tipo
biverticilado. Las fialides son delgadas con forma larga, las cuales producen conidios
circulares dispuestos en largas cadenas. (40x, 40x)

8a-8b

29Ag, 58Ag,82Ag,
83Ag, 108Ag, 111Ag,
109Ag, 112Ag

Hifas hialinas septadas, con conidi6foro simple y simétrico que presenta una ramificacion
de tipo biverticilado. Las fidlides son delgadas y alargadas, produciendo abundantes
conidios de forma circular dispuestas en cadenas. (100x, 100x).

9a-9b

100Ag

Hifas hialinas septadas, con conidi6foro simple y simétrico que presenta una ramificacion
de tipo biverticilado. Las fidlides son delgadas y alargadas, produciendo abundantes
conidios de forma circular dispuestas en cadenas. (100x, 40x).

10a-10b

205Ag

Hifas hialinas septadas, con conidi6éforo largo asimétrico, presentando ramificacion de
tipo monoverticilado y biverticilado. Las fidlides largas las cuales producen los conidios
circulares dispuestos en cadenas largas. (100x, 40x).

11a-11b

101Ag

Hifas delgadas, hialinas y cenaociticas, con la base completa del conidiéforo, conocida
como célula del pie, desde la cual emerge una vesicula circular que da origen a las
fidlides. Estas fialides, de forma robusta y semejante a una ampolla, generan abundantes
conidias de forma circular. (40x, 40x).

12a-12b

169Ag, 115Ag, 8Ag-
b

Hifas hialinas septadas, con conidi6foros largos con grande vesicula esférica en el pice,
las métulas cubren toda la superficie de la cual emergen las fidlides cortas. Abundantes
conidios circulares de color oscuro. (40x, 40x).

13a-13b

107Ag

Hifas delgadas, hialinas y cenociticas, con conidi6foros largos desde la cual emerge una
vesicula circular que da origen a las fidlides. Estas fidlides, de forma robusta y semejante
a una ampolla, generan abundantes conidias de forma circular. (100x, 100x).

14a-14b

2Ag_b

Hifas delgadas, hialinas y septadas, con conidi6foros ramificados que dan lugar a fialides
largas y delicadas, las cuales generan largas cadenas de conidios fusiformes. (40x, 40x).

15a-15b

232Ag, 27Ag_b,
170Ag

Hifas hialinas septadas, con conidi6foros ramificados, cada uno produce fialides con
forma cilindrica o elipsoidal. Los conidios tienen forma elipsoidal, paredes lisas
dispuestos en largas cadenas divergentes. Presencia de clamidosporas intercalares y
terminales subglobosas de paredes gruesas. (40x, 40x).

16a-16b

22Ag

Hifas hialinas septadas, con conidiéforo corto y ramificados, que producen fidlides
infladas en la base. Los conidios, de color verde, presentan formas redondeadas y
ovaladas, y se agrupan en las extremidades de las fialides. (100x, 40x).

17a-17b

234Ag

Hifas hialias septadas, conidias son de color marrén, con cuatro septos que dividen tres
células centrales oscuras y dos células hialinas en cada extremo. Ademas, presenta tres
apéndices apicales. (100x, 100x).

18a-18b

2Ag

Hifas hialinas septadas con conidiéforo corto, de forma globosa o inflada, conocidas como
monofialides. Presenta microconidias individuales, sin septos, elipsoidales y con una
ligera curvatura. Las macroconidias tienen tres septos, son fusiforme, con la punta apical
puntiaguda, también presentan una pequefia curvatura. (100x, 100x).

19a-19b

011Ag

Hifas hialinas septadas con conidiéforo largo, conocidas como monofialides. Presenta
microconidias individuales agrupadas cerca de las fidlides, sin septos, elipsoidales y con
una ligera curvatura. Las macroconidias sin septos, son elipsoidales, también presentan
una pequefia curvatura. (100x, 100x).

20a-20b

30Ag_a

Hifas hialinas septadas con conidi6foro corto, de forma globosa, conocidas como
monofialides. Presenta microconidias individuales, sin septos, elipsoidales y con una
ligera curvatura. Las macroconidias tienen tres septos, son fusiforme, con la punta apical
puntiaguda, también presentan una pequefia curvatura. (100x, 100x).

21a-21b

218Ag

Hifas oscuras de pared gruesa y septadas, con conidiéforos largos, ramificados y
pigmentados. Conidiacion tipo Cladosporium, con conidios ovalados formando cadenas,
algunos presentan cicatrices en los extremos. Las células escudos también son
conocidos como conidios. (40x, 100x).
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22a-22b

227Ag_b

Hifas oscuras de pared gruesa y septadas, con conidiéforos largos, ramificados y
pigmentados. Conidiacion tipo Cladosporium, con conidios ovalados, algunos presentan
cicatrices en los extremos. Las células escudos también son conocidos como conidios.
(40x, 100x).

23a-23b

56Ag

Hifas oscuras de pared gruesa y septadas, con conidiéforos largos, ramificados y
pigmentados. Conidiacion tipo Cladosporium, con conidios ovalados formando cadenas
cortas, algunos presentan cicatrices en los extremos. Las células escudos también son
conocidos como conidios. (40x, 40x).

24-24b

238Ag, 233Ag_D,
233Ag_a, 233Ag,
233bAg, 48Ag

Hifas oscuras de pared gruesa y septadas, con conidiéforos largos, ramificados y
pigmentados. Conidiacién tipo Cladosporium, con conidios ovalados formando cadenas
cortas, algunos presentan cicatrices en los extremos. Las células escudos también son
conocidos como conidios. Presenta clamidosporas terminales. (100x, 40x).

25a-25b

49Ag_a, 51Ag

Hifas oscuras de pared gruesa y septadas, con conidiéforos largos, ramificados y
pigmentados. Conidiacion tipo Cladosporium, con conidios ovalados formando cadenas
cortas, algunos presentan cicatrices en los extremos. Las células escudos también son
conocidos como conidios. Presenta clamidosporas intercalares y terminal. (40x, 40x).

26-26b

165Ag

Hifas oscuras de pared gruesa y septadas, no se evidenciaron estructuras reproductivas.
(100x, 100x).

27a-27b

048AgM3

Hifas oscuras, no se evidenciaron estructuras reproductivas.

28a-28b

227Ag_a

Hifas oscuras septadas, con conidi6foros largos, ramificados y pigmentados. Conidiacion
tipo Cladosporium, con conidios ovalados, algunos presentan cicatrices en los extremos.
Las células escudos también son conocidas como conidios. (40x, 100x).

29a-29b

40Ag

Hifa hialina de pared gruesa y septadas, no se evidenciaron estructuras reproductivas.

30a-30b

236Ag

Hifas oscuras septadas, con conidiéforos largos, ramificados y pigmentados. Conidiacion
tipo Cladosporium, con conidios circulares a ovalados formando cadenas, algunos
presentan cicatrices en los extremos. (40x, 40x).

31la-31b

211Ag

Hifas oscuras y septadas, presentando conidiéforos pigmentados. Conidiacion tipo
Rhinocladiella y Phialophora. Los conidios tienen forma ovalada y se agrupan alrededor
de las fidlides o apice del collarete. Las fidlides presentan una forma de jarrén. También
se observaron clamidosporas terminales. (100x, 100x).

32a-32b

215Ag

Hifas oscuras de pared gruesa y septadas, con conidiéforos largos, ramificados y
pigmentados. Conidiacion tipo Cladosporium, con conidios ovalados formando cadenas
largas, algunos presentan cicatrices en los extremos. Las células escudos también son
conocidas como conidios. (100x, 40x).

33a-33b

237bAg

Hifas oscuras y septadas, con conidiéforos cortos y pigmentados. Conidiacion tipo
Cladosporium, con conidios ovalados formando cadenas cortas, algunos presentan
cicatrices en los extremos. Las células escudos también son conocidas como conidios.
(40x, 100x).

34a-34b

231Ag

Hifas oscuras de pared gruesa y septadas, con conidiéforos largos, ramificados y
pigmentados. Conidiacioén tipo Cladosporium, con conidios ovalados formando cadenas
cortas, algunos presentan cicatrices en los extremos. Las células escudos también son
conocidos como conidios. Ademads, presenta clamidosporas intercalares. (100x, 100x).

35a-35b

216Ag

Hifas oscuras, septadas, con conididforos tanto largos como cortos, ramificados y
pigmentados. Conidiacién tipo Cladosporium, con conidios ovalados que forman cadenas
cortas, algunos de los cuales presentan cicatrices en los extremos. Las células escudos,
también conocidas como conidios. (40x, 100x).

36a-36b

212Ag

Hifas oscuras, no se evidenciaron estructuras reproductivas.

La Figura 20 presenta la prevalencia de diferentes grupos de hongos en las
diferentes areas muestreadas. El género con mayor representacion correspondio
a Penicillium sp., con 17 aislados, lo que corresponde al 26.15% del total de
hongos identificados. Le siguié el género Talaromyces sp., con 12 aislados,
representando el 18.46% del total. EI género Cladosporium sp., presenté 10
cepas aisladas, lo que representa el 15,38% del total. El grupo de dematiaceos
no identificados presento6 7 cepas, lo que corresponde al 10.77 % del total. Otros
géneros, como Aspergillus sp., Paecilomyces sp. y Fusarium sp., mostraron
frecuencias intermedias, con valores de 5, 4 y 3, respectivamente, con
porcentajes de 7.69%, 6.15% y 4.62%. Finalmente, algunos géneros se
encontraron en menor proporcion, como Trichoderma sp., Neopestalotiopsis sp.,
Diaporthe sp., Exophiala sp., Aureobasidium sp., Pseudocercospora sp., y
Setophaeosphaeria sp., los cuales en conjunto representaron solo un
representante cada uno, lo que corresponde al 1.54% del total de hongos
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aislados. Estos resultados evidencian la diversidad fungica presente en los

cuerpos de agua analizados y resaltan la predominancia de ciertos géneros
potencialmente patégenos.

m Penicillium sp. 26.15%
Talaromyces sp. 18.46%
m Cladosporium sp. 15.38%

= Dematiaceos no identificado 10.77%

m Aspergillus sp. 7.69%
m Paecilomycessp. 6.15%
m Fusariumsp. 4.62%
m Trichoderma sp. 1.54%
m Neopestalotiopsis sp. 1.54%
Diaporthe sp. 1.54%
m Exophiala sp. 1.54%
m Aureobasidium sp. 1.54%
Pseudocercospora sp. 1.54%
m Setophaeosphaeria sp. 1.54%

Figura 20. Porcentaje de mayor prevalencia de cepas estudiadas. Géneros a nivel
morfolégico en la coleccién almacenada de cepas flngicas aisladas de las aguas provenientes
de 12 sitios de la Bahia de Panama.

En la Figura 21 se estimé el indice de diversidad de Shannon-Wiener (H') para
cada sitio de muestreo utilizando el lenguaje de programacion R (R Core Team,
2024) y el paquete especializado en analisis ecoldgico vegan (Oksanen et al.,
2022). Este indice considera tanto la riqueza de especies como la equitatividad
de sus abundancias relativas, siendo una medida ampliamente utilizada en

estudios de diversidad bioldgica. La formula general del indice de Shannon es la
siguiente:

S
H' = _Zpi In(p;)
=1

Donde:

H' es el indice de diversidad de Shannon,
S es el numero total de especies,

p; es la proporcion de individuos de la especie i respecto al total de individuos en el sitio,
In es el logaritmo natural.

El indice se calculd a partir de las matrices de abundancia de especies por sitio,
utilizando la funcion diversity del paquete vegan, que permite calcular diferentes

indices de diversidad, incluyendo el de Shannon, especificando el parametro
index = "shannon".

El sitio de muestreo que presentd la mayor diversidad de especies fue aquel que
registrod el valor mas alto del indice de Shannon (H'), lo que indica una mayor
riqueza y equitativa distribucion de las especies presentes. La mayor diversidad

69



especifica se registré en el sitio de muestreo Antigua Autoridad de la Regién
Interoceanica (AARI), con un indice de Shannon de H' = 1.69, seguido por
Panama La Vieja con H' = 1.67. Por su parte, el sitio Boca la Caja presentd
valores similares, con un indice de H' = 1.66 (ver Figura 21).

Diversidad por Sitio

Diversidad (Indice Shannon)

A
05
001
AARI AP BC CDM CE Ccu HST IF LB PV SRM
Sitio
> shannon_index
diversity(Data_Matrix, index = "shannon™)
AARI 1.6957425
AP 0.6931472
BC 1.6674619
B CDM 1.5607104
CE 1.6094379
cu 0.6365142
HST 0.6931472
IF 1.6674619
LB 0.6931472
PV 1.6769878
SRM 0.6730117

Figura 21. Diversidad de géneros por sitios analizados de acuerdo con el indice de
Shannon en este estudio.

3.1.4 Identificacién molecular

De acuerdo con la caracterizacion morfolégica y molecular (ITS) se determin6 13
géneros, agrupados en nueve Ordenes, todos pertenecientes al phylum
Ascomycota (ver Tabla 8). Se observan los codigos de las cepas fungicas
incluidas en este estudio, detallando su division taxondmica y los respectivos
sitios de muestreo de cada una. Los hongos filamentosos estudiados fueron
originalmente aislados durante un estudio previo y almacenados en frio, lo que
permiti6 su conservacion y preservacion hasta su investigacion actual. La
seccion denominada datos de cepa detalla los sitios de muestreo y codigo
asignado a cada cepa correspondiente y, la seccion de taxonomia contiene la
division taxonémica, que incluye desde phylum hasta género/especie
identificada para cada cepa estudiada.
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Tabla 8. Identificacion taxondmica de las cepas de hongos estudiados.

Datos de cepa Taxonomia
Sitio de Codigo de Phylum Clase Orden Familia Género/Especie
muestreo cepa
Antigua 10Ag_b Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Talaromyces domesticus
Autoridad de
la Region . k i i
P 99Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Talaromyces domesticus
Interoceanica
10Ag_c1 Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Penicillium menonorum
10Ag_c2 Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Penicillium menonorum
112Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Penicillium sp.
100Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Penicillium sp.
101Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus sp.
236Ag Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium cladosporoides
237bAg Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium halotolerans
Isla Flamenco 6Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Talaromyces domesticus
108Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Penicillium sp.
111Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Penicillium sp.
109Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Penicillium sp.
169Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus *cf. niger
107Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus sp.
215Ag Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae ***C. tipo Cladosporium
216Ag Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium tenuissimum
Panamd La 26Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Talaromyces domesticus
Vieja
31Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Talaromyces domesticus
B36Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Talaromyces domesticus
1Ag Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Talaromyces atroroseus
25Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Penicillium osmophilum
29Ag Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Penicillium sp.
27Ag_b Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Thermoascaceae Paecilomyces *c.f. variotii
30Ag_a Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium oxysporum
40Ag Ascomycota Sordariomycetes Diaporthales Diaporthaceae Diaporthe acaciarum
Boca La Caja 163Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Penicillium osmophilum
82Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Penicillium sp.
83Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Penicillium sp.
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205Ag Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaceae Penicillium chrysogenum
115Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus *cf. niger
A80Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Taloromyces domesticus
165Ag Ascomycota Dothideomycetes Dothideales Aureobasidiaceae Aureobasidium melanogenum
211Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Chaetothyriales | Herpotrichiellaceae Exophiala oligosperma
212Ag Ascomycota Dothideomycetes Pleosporales Phaeosphaeriaceae Setophaeosphaeria sp.
Avenida de 95Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Talaromyces domesticus
los Poetas
8Ag_ b Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus *cf. niger
Las Bovedas 4Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Taloromyces sp.
238Ag Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium colocasiae
Costa del Este 18Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Talaromyces sp.
23Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Taloromyces domesticus
232Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Thermoascaceae Paecilomyces *c.f. variotii
170Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Thermoascaceae Paecilomyces *c.f. variotii
22Ag Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae Trichoderma longibrachiatum
234Ag Ascomycota | Sordariomycetes Amphisphaeriales | Pestalotiopsidaceae Neopestalotiopsis formicarum
233Ag b Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium colocasiae
233Ag_a Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium colocasiae
233Ag Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium colocasiae
233bAg Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium colocasiae
Club Unién 84Ag_a Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Penicillium osmophilum
84Ag_b Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Penicillium osmophilum
231Ag Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae ***C. tipo Cladosporium
Salida del rio 49Ag_b Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Penicillium sp.
Matasnillo
58Ag Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Aspergillaceae Penicillium sp.
218Ag Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae ***C. tipo Cladosporium
49Ag_a Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae ***C. tipo Cladosporium
51Ag Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae ***C. tipo Cladosporium
Coco del Mar 2Ag_ b Ascomycota Eurotiomycetes | Eurotiales Thermoascaceae Paecilomyces *c.f. lilacinus
2Ag Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium oxysporum
011Ag Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae Fusarium nirenbergiae
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https://www.semanticscholar.org/paper/Paecilomyces-lilacinus-Vaginitis-in-an-Patient-Carey-D%E2%80%99Amico/76248e0c9d170ca453cf13887ab7ef49bb3c3e6f/figure/0

56Ag Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae ***C. tipo Cladosporium
48Ag Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium colocasiae
048AgM3 Ascomycota Dothideomycetes Mycosphaerellales | Mycosphaerellaceae Pseudocercospora sordida
Hospital 227Ag_a Ascomycota Dothideomycetes | Capnodiales Cladosporiaceae ***C. tipo Cladosporium
Santo Tomas
227Ag_b Ascomycota Dothideomycetes Capnodiales Cladosporiaceae Cladosporium perangustum

*cf.: confer (comparar con).

**Conidiacion tipo Rhinocladiella, Phialophora y/o Cladosporium, son los hongos del grupo
dematiaceo no identificables.

***Cepas fungicas no identificables en estado vegetativo no estéril.

Extraccion de ADN gendmico

Cuantificacién de ADN

Del total de 65 cepas analizadas a nivel morfoldgico, se alcanzé a realizar 58
extracciones de ADNg, con un alto rendimiento de aislamiento del material
génico, considerando los parametros para la cuantificacion del ADN, a través de
la concentracidbn mayor a 50ng/ul, pureza, cantidad e integridad midiendo las
relaciones entre OD260/280 y OD260/230, la cual es la concentracion 6ptima
para realizar la amplificacion en las regiones ITS4 e ITS5 (Figura 22).

MPM

A Cuantificacion B" e R o e ey
2 - ——
Cepa Conc. Acido 0D260/280 0D260/230 MP: Marcador de
Nucleico peso molecular
238Ag 299.88 ng/uL 2.16 221 bt 1. 238Ag
2. 231Ag
231Ag 528.18 ng/uL 225 234 3. 215Ag
_. 4. 227Agb
215Ag 596.71 ng/uL 216 222 5. S6Ag
6. 234Ag
227Ag_b 626.74 ng/uL 223 2.30 7 10Agc1
S56Ag 631.74 ng/ul 219 229
234Ag 169.31 ng/uL 226 230
10Agc1 612.60 ng/uL 223 23

Figura 22. Andlisis de electroforesis en gel agarosa 0.7% de los ADNg para verificar la
integridad, la calidad y pureza. Se muestran ejemplos representativos de las muestras
verificadas por electroforesis después de realizar la extraccion. A) Determinacion de
concentracién y pureza del ADN mediante espectrofotometria NanoDrop. B) Las celdas del 1 al
7 representan los ADNg extraidos a partir del micelio de los hongos estudiados. El MPM es el
marcador de peso molecular 1 kbp.

Amplificacién por PCR a punto final

Se obtuvieron un total de 57 amplicones mediante la PCR a punto final con la
amplificacion de las regiones ITS del ADN. En las Figuras 23, 24 se muestran
dos ejemplos representativos de los amplicones obtenidos y verificados por
electroforesis de gel agarosa al 1%, todas las cepas analizadas presentaron
bandas con tamarfio de 600pb, lo esperado por las regiones amplificadas.
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Figura 23. Analisis de electroforesis en gel agarosa 1%. Se observa los productos de PCR,
utilizando los primers ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con
numeros identificados 1-6: muestras con ADN de cepas fungicas; pocillo con nombre identificado
control: muestra sin ADN de cepa flngica, se le agregd agua miliQ estéril como muestra negativa.

MPM
MP 1 2 3~ 4 control BLV ST

MP: Marcador de
peso molecular
1. 231Ag
227Ag_b
10Ag_c_1
10Ag_c_2
Control-
233bAg
236Ag
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)

381 X) um 05000 %1

Figura 24. Analisis de electroforesis en gel agarosa 1%. Se observalos productos de PCR,
utilizando los primers ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con
nameros identificados 1-4;6-7: muestras con ADN de cepas fungicas; pocillo 5 con nombre
identificado control: muestra sin ADN de cepa fangica, se le agreg6é agua miliQ estéril como
muestra negativa.

Andlisis filogenético

Del total de 65 cepas analizadas en este estudio, 21 aislados fungicos fueron
secuenciados, y los datos combinados de secuencias del espaciador transcrito
interno (ITS) fueron analizados con base en Maxima Parsimonia. El analisis de
las secuencias gendémicas de ITS respaldo la identificacion morfologica de los
aislados fungicos. Los datos de la secuenciacion obtenidos a través de los
servicios Psomagen y Macrogen, fueron depurados para eliminar interferencias
y alineados utilizando el software MEGA 11. Luego de completar la alineacion de
todas las secuencias, se generd la secuencia consenso de cada una, la cual fue
analizada mediante el programa BLASTn (NCBI). Esta comparacion permitio
identificar cada cepa analizada en este estudio a nivel de especie, tomando como
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referencia el grado de similitud con otras secuencias registradas en la base de
datos de nucledtidos del GenBank (ver Figura 25).
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Figura 25. Fragmento de cromatograma en Ia reglon ITS por generos de cepas fangicas
analizadas. A) Cladosporium tenuissimun desde 220 pb hasta 300 pb. B) Aureobasidium
melanogenum desde 250 pb hasta 330 pb. C) Talaromyces domesticus desde 250pb hasta
330pb. D) Setophaeosphaeria sp. desde 290pb hasta 370pb. E) Diaporthe acaciarum desde
250pb hasta 330pb. F) Pseudocercospora sordida desde 290pb hasta 370pb. G) Trichoderma
longibrachiatum desde 310pb hasta 390pb. H) Neopestalotiopsis formicarum desde 230pb hasta
300pb. 1) Penicillium osmophilum desde 280pb hasta 360pb. J) Exophiala oligosperma desde
280pb hasta 360pb. K) Fusarium nirenbergiae desde 280pb hasta 370pb.

De acuerdo con la caracterizacion morfologica y molecular (ITS) se determind 13
géneros y especies, agrupados en nueve o6rdenes, todos pertenecientes al
phylum Ascomycota (ver Tabla 8). La construccién del arbol filogenético fue
utilizando el programa IQ-TREE, permitiendo analizar diferentes secuencias de
ADN mediante la region ITS4-ITS5, por lo tanto, la comparacion entre las
caracteristicas morfolégicas previa y el porcentaje de similitud segun
alineamientos en la base de datos del NCBI/BLASTN, se consiguieron identificar
los siguientes hongos: C. tenuissimum, C. colocasiae, C. perangustum, C.
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cladosporioides, C. halotolerans, Aureobasidium melanogenum, Talaromyces
domesticus, T. atroroseus, D. acaciarum, P. sordida, N. formicarum, E.
oligosperma, T. longibrachiatum, P. menonorum, P. chrysogenum, P.
osmophilum, F. nirenbergiae, F. oxysporum. Para un mejor estudio, los hongos
fueron agrupados en diferentes arboles filogenéticos segun sus similitudes
morfologicas y las secuencias de ITS analizadas. Al inicio del arbol filogenético
se utilizé la especie Cryptococcus neoformans como outgroup, debido a su
relacion evolutiva. Esto permitié identificar los caracteres ancestrales y
establecer la direccion evolutiva de los cambios observados en las especies
estudiadas (ver Figura 26).

NR_171785_Ceyptococcus_neciarmans

Figura 26. Arbol filogenético basado en secuencias de laregion ITS de las cepas estudiada
basada en el andlisis de Maxima Parsimonia. Los rombos en naranja indican las secuencias
obtenidas en este estudio. Los andlisis fueron realizados con el software MEGA 11.
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En la Figura 27, cinco aislados fueron agrupados y analizadas en clados
definidos con varias cepas de referencia dentro del género Cladosporium. El
arbol se dividi6 en dos grandes ramas, que consistio en el grupo externo
(outgrup) de Cercoscopora beticola, mientras que en el nodo 61 generd la
especiacion de las 5 cepas secuenciadas en este estudio en relacion filogenética
con secuencias seleccionadas de Cladosporium spp. Del nodo 61 se ramificaron
dos nodos superiores, el 78 y el 82: en el nodo 78 se produjo una bifurcacion
resultando los nodos 63 superior y 63 inferior, en el nodo 63 superior se presento
una bifurcacién resultando el nodo 68 y la cepa con cddigo 237bAg se identificd
como Cladosporium halotolerans, en el nodo 67 se produjo otra bifurcacion de
especiacion directa con el cédigo de cepa 236Ag se ubicé dentro del clado de
especie C. cladoporioides. En el nodo 72 se presentd una bifurcacion donde la
cepa 227Ag_b mostré una mayor relacién con C. perangustum, mientras que en
el nodo 63, se presenta una bifurcacion donde la cepa 216Ag se agrupo con C.
tenuissimun y la cepa 238Ag se agrup6 como C. colocasiae.

epAY361982_Davidiella_tassiana_Cladosporium_herbarum

{ HQ263345_Cladosporium_sphaerospermum

—n237bAg

] NR_119605_Cladosporium_halotolerans €
+ 0OM236725_Cladosporium_cladosporioides D —
n236Ag_Assembly

NR_191326_Cladosporium_harfordiae
NR_156279_Cladosporium_cycadicola
NR_156348_Cladosporium_domesticum
 PP057682_Cladosporium_xanthochromaticum
Q863243 _Cladosporium_perangustum —
n227Ag_b_reversed
gNR_152288_Cladosporium_austroafricanum
MNR_152287_Cladosporium_angustiterminale
NR_119730_Cladosporium_pini-ponderosae
[NR_152296_Cladosporium_pseudochalastosporoides
NR_119836_Cladosporium_asperulatum
NR_152290_Cladosporium_ipereniae
NR_119729_Cladosporium_colombiae

JINR_I 19840_Cladosporium_colocasiae «—
qn238Ag

TNR_152267_Cladosporium_oxysporum
NR_119855_Cladosporium_tenuissimum <
n216Ag

NR_121315_Cercospora_beticola

|; NR_158360_Cladosporium_endophyticum

0.08
Figura 27. Arbol filogenético de la region ITS de C. halotolerans, C. cladosporioides, C.
perangustum, C. tenuissimun y C. colocasiae mediante el programa IQ-TREE. Las flechas
en azul indican la especie identificada en este estudio. Los analisis fueron realizados con el
software MEGA 11.

Por otra parte, en la Figura 28, un aislado fue agrupado con varias cepas de
referencia de Aureobasidium. El analisis filogenético se dividié en dos grandes
ramas que consistié en el grupo externo (outgrup) de Sydowia polyspora, y la
otra rama genero la especiacion de la cepa analizada en este estudio en relacion
filogenética con secuencias seleccionadas de especies de Aureobasidium. El
nodo 64 genero una bifurcacion directa donde se ubicé la cepa 165Ag en el clado
de especie A. melanogenum.
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Figura 28. Arbol filogenético de la region ITS de A. melanogenum mediante el programa
IQ-TREE. La flecha en azul indica la especie identificada en este estudio. Los analisis fueron
realizados con el software MEGA 11.

En el arbol filogenético de la Figura 29, dos aislados con codigos 23Ag y 1Ag
fueron agrupados con varias cepas de referencia del género Talaromyces. Se
dividié en dos grandes ramas que consistié en el grupo externo (outgrup), este
se ubico de secuencia seleccionada de Trichomoda paradoxa, y la otra rama
genero el nodo 22, el nodo 22, se ramifico en dos nodos superiores, el 21 y el
80, el nodo 80 se bifurcd con el nodo 85, donde el codigo 23Ag se ubicd con la
especie Talaromyces domesticus. La especiacion de la cepa analizada con
codigo 1Ag, presento especificidad con T. atroroseus.

P425925_Talaromyces_domesticus —
n23Ag
HQ149327_Talaromyces_panamensis
17045695 _Talaromyces_haitouensis
NR_177564_Talaromyces_haitouensis
OWO987138_Talaromyces_australis
NR_170773_Talaromyces_rufus
NR_172537_Talaromyces_stnatoconidius
MH997879_Talaromyces_aculeatus

AB8728 19_Talaromyces_purpurogenus

NR_171595_Talaromyces_adpressus
b‘NR_ 170732 _Talaromyces_annesophieae

MN788112_Talaromyces_minioluteus

l()W 987386_Talaromyces_atroroseus e——
nlAg

MT822896_Trichocoma_paradoxa

0.2

Figura 29. Arbol filogenético de la region ITS de T. domesticus, T. atroroseus mediante el
programa IQ-TREE. Las flechas en azul indican la especie identificada en este estudio. Los
andlisis fueron realizados con el software MEGA 11.

En la Figura 30, un aislado fue agrupado con varias cepas de referencia de
Diaporthe. El arbol filogenético se dividié en dos grandes ramas que consistio en
el grupo externo (outgrup) de Diaporthella corylina, y la otra rama generd las
especies con relacionados filogenéticamente con las especies de Diaporthe. La
comparacion entre caracteristicas morfolégicas de especies de Diaporthe y su
identidad con secuencias de ITS generd el nodo 76, el cual permiti6 que se
ubicara con D. acaciarum.
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— KU341002_Diaporthe_infecunda
nl40Ag_Assembly
NR_137939_Diaporthe_acaciarum <——
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0.1

Figura 30. Arbol filogenético de la region ITS de D. acaciarum mediante el programa 1Q-
TREE. La flecha en azul indica la especie identificada en este estudio. Los andlisis fueron
realizados con el software MEGA 11.

En comparacion entre un aislado y varias secuencias ITS de cepas con
caracteristicas morfolégicas de Pseudosercospora, permitié identificar las cepas
analizadas en clados definidos, indicando una relacion filogenética cercana. Este
arbol se dividi6 en dos grandes ramas, se seleccion6 una secuencia de
Trochophora simplex en funcion del outgroup, y la otra rama derivo las
secuencias que presentaban relacion filogenética con la cepa analizada. De este
modo, en el nodo 72, generd una bifurcaciéon directa que permitié que la cepa
048AgM3 se agrupara con P. sordida (ver Figura 31).

96 r— GQ852764_Pseudocercospora_pseudoeucalyptorum
L— JF951139_Pseudocercospora_cyathicola

PP387244_Pseudocercospora_musigena
P387247_Pseudocercospora_nogalesii
PP387290_Pseudocercospora_purpurea
PQ588096_Pseudocercospora_ahuacatl
KT037518_Pseudocercospora_abacopteridicola
F663573_Pseudocercospora_norchiensis
AF362057_Pseudocercospora_luzardii
Q676519 _Passalora_sp._Pseudocercospora_rhabdothamni
GU269777_Pseudocercospora_sordida <——
n048AgM3

|— NR_147290_Pseudocercospora_brackenicola

EF535648_Trochophora_simplex

0.03
Figura 31. Arbol filogenético de la region ITS de Pseudocercospora sordida mediante el
programa IQ-TREE. La flecha en azul indica la especie identificada en este estudio. Los andlisis
fueron realizados con el software MEGA 11.

Con respecto a la Figura 32, el aislado se agrup6 con cepas de referencia del
género Trichoderma, el arbol se dividié en dos grandes ramas que consistio en
el grupo externo (outgrup) de Protocrea farinosa, y la otra rama presenta
secuencias que mantienen relaciéon filogenética de Trichoderma. El nodo 42
presentd una bifurcacién, que generé el nodo 62, el nodo 62 permitié que se
agrupara directamente la cepa 22Ag con T. longibrachiatum.
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MHE861878_Trichoderma_ghanense
NR_174891_Trichoderma_aquatica
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NR_120297_Trichoderma_reesei
NR_120296_Trichoderma_pseudokoningii
AF359396_Trichoderma_citrinoviride

22Ag
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NR_103704_Trichoderma_saturnisporum
MHR863119_Protocrea_farinosa

0.09

Figura 32. Arbol filogenético de la region ITS de T. longibrachiatum mediante el programa
IQ-TREE. La flecha en azul indica la especie identificada en este estudio. Los analisis fueron
realizados con el software MEGA 11.

Un aislado fue agrupado con varias cepas de referencia de Neopestalotiopsis. El
andlisis filogenético se dividié en dos grandes ramas que consistié en el grupo
externo (outgrup) se ubicé de secuencia seleccionada de Pseudopestalotiopsis
cocos, Y la otra rama genero las especies con relacion filogenética de secuencias
seleccionadas de especies de Neopestalotiopsis. La comparacion entre
caracteristicas morfologicas de especies de Neopestalotiopsis y su identidad con
secuencias de ITS. El clado gener6 el nodo 92, en el nodo 92 se presentd una
bifurcacién directa, el cual permitié que se ubicara la cepa 234Ag con la especie
N. formicarum (ver Figura 33).

OR247894_Neopestalotiopsis_celtidis
PP800245_Neopestalotiopsis_scalabiensis
MZ303787_Neopestalotiopsis_drenthii

M 199363 _Neopestalotiopsis_honoluluana

JR247863_Neopestalotiopsis_guangxiensis
P592442_Neopestalotiopsis_clavispora
NR_163670_Neopestalotiopsis_eucalypticola
NR_145243_Neopestalotiopsis_rosae
NR_145244_Neopestalotiopsis_mesopotamica

NR_145240_Neopestalotiopsis_surinamensis
921 NR_145242_Neopestalotiopsis_formicarum <——
n234Ag

OR416467 _Pseudopestalotiopsis_cocos

0.05
Figura 33. Arbol filogenético de la region ITS de N. formicarum mediante el programa IQ-
TREE. La flecha en azul indica la especie identificada en este estudio. Los andlisis fueron
realizados con el software MEGA 11.

Dentro del complejo Penicillium se incluyen las dos cepas con codigos 10Ag_cl
y 10Ag_2, 205Ag y 84Ag_a. El grupo externo (outgrup) se ubic6é de secuencia
seleccionada de Aspergillus flavus, en el nodo 98, las secuencias ITS de
10Ag_cl y 10Ag_c2 se alinearon con la secuencia de cepa P. menonorum
disponibles a través de la secuencia BLAST. El andlisis filogenético reveld que
el aislado se agrupd con un aislado de referencia de P. menonorum y presenté
diferencia a otros Penicillium spp. que se compararon, estas cepas se agruparon
en clados distintos. Por lo tanto, este resultado indica que 10Ag_c1 y 10Ag_c2
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estan estrechamente relacionados con P. menonorum. Basado en los resultados
como las caracteristicas previas y la homologia de secuencias en el arbol
filogenético, los aislados se identifican como P. menonorum, mientras que el
nodo 58, se ubicd la cepa 84Ag_a en relacidon filogenética de secuencias
seleccionadas con la especie P. osmophilum. Del mismo modo la cepa 205Ag,
se emparejo con P. chrysogenum (ver Figura 34).

OR405040_Penicillium_senticosum
KC344973_Penicillium_pimiteouiense
HQG608058_Penicillium_rubidurum
OWO988192_Penicillium_vinaceum
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110Ag_c2_Assembly

Ag_cl

NR_I111815_Penicillium_rubens
OMO057436_Penicillium_commune
NR_111813_Penicillium_vanluykii
NR_077145_Penicillium_chrysogenum D
n205Ag

OMS527158_Penicillium_expansum
MT530158_Penicillium_camemberti
MF358903_Penicillium_lanosum
NR_103695_Penicillium_flavigenum
NR_103694_Penicillium_nal giovense
HG326295_Penicillium_echinulatum
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92
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Figura 34. Arbol filogenético de la region ITS de P. menonorum, P. osmophilum, P.
chrysogenum mediante el programa IQ-TREE. La flecha en azul indica la especie identificada
en este estudio. Los analisis fueron realizados con el software MEGA 11.

Para el aislado 211Ag se agrupé con varias cepas de referencia de Exophiala.
El mismo se dividié en dos grandes ramas que consistié en el grupo externo
(outgrup) de una secuencia seleccionada para Cyphellophora fusarioides, y la
otra rama generé las especies con relacion filogenética de secuencias
seleccionadas de especies de Exophiala. La comparacion entre caracteristicas
morfolégicas de especies de Exophiala y su identidad con secuencias de ITS. El
clado generé el nodo 1e+02, en el nodo 1e+02 se ubicé la cepa 211Ag con la
especie E. oligosperma (ver Figura 35).
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|- NR_111130_Exophiala_exophialae
NR_111131_Exophiala_spinifera
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KX958040_Exophiala_oligosperma
X966555_Rhinocladiella_atrovirens
AB488492_Exophiala_spinifera
NR_166008_Rhinocladiella_similis
R_111134_Exophiala_oligosperma
14021 DQ836796_Exophiala_oligosperma <——
n211Ag
NR_132879_Cyphellophora_fusarioides
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Figura 35. Arbol filogenético de laregion ITS de E. oligosperma mediante el programa IQ-
TREE. La flecha en azul indica la especie identificada en este estudio. Los analisis fueron
realizados con el software MEGA 11.

Dentro del grupo de Fusarium spp. se incluyen tres cepas con codigos 2Ag,
30Ag_ay 011Ag. El grupo externo (outgrup) se ubico de secuencia seleccionada
a Nectria eustromatica. Las secuencias ITS de 2Ag y 30Ag_a se agruparon con
la secuencia de cepa F. oxysporum, que presentaban estrecha relacion. Mientras
que la cepa 011Ag en relacion filogenética de secuencias seleccionadas con la
especie F. nirenbergiae (ver Figura 36).

8 MHS863715_Nectria_eustromatica
OR400535_Fusarium_solani

PQ152262_Fusarium_hostae
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NR_163682_Fusarium_pseudoanthophilum

48| NR_120264_Fusarium_guttiforme
NR_120262_Fusarium_bactridioides
R_174876_Fusarium_succisae
NR_120263_Fusarium_circinatum

n0l1Ag

OR538683_Fusarium_nirenbergiae D —
OR879068_Fusarium_oxysporum D a—
n30Ag a

OW987709_Fusarium_ veterinarium

n2Ag

1e+02
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Figura 36. Arbol filogenético de laregion ITS de F. nirenbergiae y F. oxysporum mediante
el programa IQ-TREE. La flecha en azul indica la especie identificada en este estudio. Los
andlisis fueron realizados con el software MEGA 11.

82



3.2 DISCUSION

La identificacién de los hongos filamentosos provenientes de muestras de agua
de los doce sitios de la Bahia de Panama se realiz6 a través del uso de la
caracterizacion morfologica y analisis molecular. La reactivacion y crecimiento
en medios de cultivos de PDA y MEA permitio valorar diferenciaciones en la
morfologia de las colonias fangicas, incluyendo forma, tamafio, color y textura,
mientras que las observaciones de estructuras reproductivas proporcionaron su
clasificacion preliminar. Sin embargo, la identificacion basada exclusivamente en
caracteristicas morfolégicas presenta limitaciones, principalmente en la
diferenciacion de especies estrechamente relacionadas con fenotipos similares
(Wang et al., 2015; Raja et al., 2017). No obstante, el uso de las herramientas
moleculares fue esencial para aumentar la precision y confiabilidad en la
identificacion de las cepas fungicas.

Los resultados obtenidos muestran que la identificacion morfolégica a nivel
macroscopica y microscépica de los hongos filamentosos son taxondmicamente
identificables hasta nivel de género, aungque algunos pocos casos que fueron
cultivables en el laboratorio no se lograron completar su identificacion porque
solo desarrollaron una fase micelial estéril.

Se logro reactivar 65 cepas de hongos en total, con una diversidad variable en
el cual el 60% de las cepas analizadas mostraron un crecimiento limitado con
una tasa de crecimiento mayor de 10 a 15 dias, aspecto caracteristico de los
hongos productores y acumuladores de melanina, conocidos como dematiaceos,
entre los detectados obtuvimos a las especies del género Cladosporium sp.,
seguido de otros géneros melanicos como Aureobasidium sp., Exophiala sp.,
Diaporthe  sp., Pseudocercospora sp., Neopestalotiopsis sp. vy
Setophaepsphaeria sp. Por otra parte, el 40% de las cepas estudiadas
presentaron un crecimiento moderado y desarrollo de hifas hialinas, entre ellos
Penicillium sp., Talaromyces sp., Paecilomyces sp., Aspergillus sp., Fusarium sp.
y Trichoderma sp.

El grupo de hongos dematiaceos se caracterizan por tener un crecimiento lento
o limitado. En el estudio realizado por Nitiu et al. (2022), se amplia esta
informacion y destaca que, los hongos negros o dematiaceos adquieren este
color oscuro debido a la presencia de melanina que contienen en sus paredes
celulares. Esta melanina le confiere proteccion fisica y quimica extracelular
contra oxidantes antimicrobianos o factores ambientales adversos generados
durante la defensa inmune del huésped. Sin embargo, la melanina puede
ralentizar el crecimiento de estos hongos, ya que actia como una barrera en la
pared celular, reduciendo su permeabilidad y limitando la absorcion de
nutrientes. De esta forma influye en la velocidad para realizar sus procesos
metabalicos, lo que provoca un lento crecimiento y desarrollo de estos hongos.
En otro estudio realizado por Emidio et al., (2020), indica que la produccion de
melanina en su pared celular puede afectar su patogénesis y virulencia, ellos
explican que, la melanina actia como un factor de virulencia, ya que puede
interferir disminuyendo la fagocitosis y aumentando la virulencia, incluso en
presencia de complemento o suero inactivado.
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Las especies de hongo filamentoso mas predominantes obtenidos en este
estudio fueron especies del género Penicillium y el grupo de dematiaceos, lo cual
es consistente y coincide con varios autores. Por ejemplo, en el estudio realizado
por Yuil (2011), que indica “los principales géneros de hongos encontrados en el
ambiente son: Cladosporium, Mucor, Alternaria, Penicillium, Aspergillus,
Rhizopus, Paecilomyces, Scopulariopsis, entre otros”. Ademas, el estudio
realizado por Ramos y Meza (2017), refuerza este resultado destacando que,
Cladosporium, Penicillium y Aspergillus son los que méas prevalecen en el
ambiente.

De acuerdo con Avilés-Robles et al. (2016), en su estudio explican que,
Penicillium es uno de los géneros mesdfilos ambientales més abundantes en la
naturaleza. En México, reportaron como primer caso de infeccion diseminada por
P. chrysogenum en un paciente pediatrico. Se ha convertido en un patégeno
oportunista en pacientes inmunodeprimidos. Ademas, esta ampliamente
distribuido en el medio ambiente; sus esporas se encuentran en el polvo
doméstico, los edificios himedos y la descomposicion de verduras, frutas, pany
frutos secos. Los seres humanos estan frecuentemente expuestos a la
propagacion aérea de P. chrysogenum. Puede ser un alérgeno, producir
reactividad cutanea y colonizar las vias respiratorias de pacientes con alergias
respiratorias.

Anteriormente mencionaba que el mayor porcentaje de cepas analizadas
corresponden a especies del género Penicillium sp., demostrando una elevada
prevalencia, lo que pudo presentarse gracias a su habilidad para adaptarse a
diversos factores y su naturaleza oportunista, aunque destacan de manera
similar el grupo de los dematiaceos. Por lo tanto, estos hongos tienen capacidad
de desarrollarse en diferentes circunstancias como factores de temperaturas,
variaciones de humedad y pH, facilitando el desarrollo de esporas y, por ende,
la adaptacién en diversos entornos.

El género Fusarium, conocido principalmente por su capacidad fitopatdgena,
también ha sido identificado como un patégeno oportunista en humanos y
animales. Segun Lozano & Oroval (2013), explican que, la fusariosis humana es
una micosis poco frecuente, cuya presentacion clinica es altamente variable y
con frecuencia dificil de diagnosticar, especialmente cuando el hongo se aisla en
zonas no estériles. Los principales factores de riesgo incluyen neutropenia
prolongada, tratamiento con corticoides, quimioterapia citotoxica y el uso
prolongado de antimicrobianos en pacientes inmunocomprometidos.

De acuerdo con Tamayo-Cevallos (2020), en su estudio indica que, los hongos
marinos corresponden a un conjunto de organismos que desarrollan
adaptaciones fisiologicas y morfologicas contra ecosistemas marinos y estuarios,
lo que les ha permitido dominar frente a otros organismos emparentados. En otro
estudio realizado por Kumar et al. (2021), sobre la ecologia y evolucion de los
hongos marinos y su adaptacién al cambio climatico, sefiala que los hongos
encontrados en aguas marinas pueden adaptarse a alta salinidad, temperatura
y niveles severos de pH, lo que les proporciona una mayor variedad en
aplicaciones biotecnolégicas y ofrece una importante ventaja biolégica en
comparacion a los hongos terrestres.
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Segun Buritica et al. (2017), los géneros Cladosporium sp., Aspergillus sp., y
Penicillium sp., son algunos de los hongos mas comunes en el ambiente, debido
a que sus esporas son livianas lo que permite ser transportadas con facilidad. La
concentracion de estas esporas en el ambiente varia en funcion de diversos
factores biologicos, como el ritmo de esporulacion y disponibilidad del sustrato
para el crecimiento del micelio; factores climaticos, como el tiempo, humedad y
precipitacion; y factores fisicos, como el movimiento del aire, turbulencia y
calentamiento.

De acuerdo con Araujo Pinto et al. (2018) realizaron un estudio aislado en el
suelo y aguas de la Playa de Boa Viagem en Brasil, evidenciando la
predominancia de especies pertenecientes a los géneros Aspergillus y
Penicillium. Ademds, sefialan que es probable que la espuma de mar
desempefie una funcién de agente dispersor de sus esporas, provenientes de
fuentes marinas, estuarinas y terrestres. También puede atribuirse a procesos
de lixiviacién del suelo, descargas fluviales, canales domésticos que transportan
desechos fecales a lo largo de la playa, flujo y regreso de las mareas y las
actividades de los turistas. Del mismo modo Bernal et al. (2020) en su estudio
realizado plantea que la presencia de especies de Aspergillus sp. y Penicillium
Sp. son hongos terrestres que se encuentran en una extensa diversidad de
entornos, adaptandose a diferentes condiciones ambientales. Es posible que
lleguen al medio marino transportados por el aire, las corrientes fluviales o la
lluvia, y una vez alli, desarrollan habilidad para adaptarse a la salinidad del
entorno.

Sin embargo, segun Ramos et al. (2021), en su estudio realizado con hongos
marinos en zonas costeras de Costa Rica, indica que, las dificultades en la
investigacion de hongos marinos se deben a que el cultivo de aislados fungicos
provenientes de muestras marinas frecuentemente lleva a la recuperacion de
microbios no fangicos, es decir, microorganismos oportunistas, que tienen una
similitud ecolégica, morfologica y trofica. Adicionalmente, el cambio climético
causa modificaciones en las caracteristicas fisicoquimicas de los habitats
marinos, modificando la estructura ecoldgica, la funcién, la fisiologia y la
poblacion de especies Unicas.

De acuerdo con los resultados obtenidos reflejados en la tabla 8 que muestra las
especies de hongos filamentosos identificadas de la coleccién almacenada de
cepas fangicas aisladas de las aguas provenientes de 12 muestreo de la Bahia
de Panama, todas las cepas fungicas pertenecen al Phylum Ascomycota, lo cual
coincide con estudios realizados en investigaciones recientes. Segun Jones et
al. (2015) los recientes cambios en la nomenclatura de 6rdenes superiores
proporcionan informacion actualizada sobre nuevas familias, géneros y especies
descritas en los ultimos cinco afios, esto abarcd un total de 1.112 especies
distribuidas en 472 géneros. De estas, los Ascomycota representaron la mayoria,
con 805 especies en 352 géneros, lo que resalta su predominancia en
comparacion con otros filos. En este mismo sentido, Sen et al. (2022) en su
reciente estudio expresa que, generalmente, los Ascomycota, Basidiomycota y
Chytridiomycota predominan en el micobioma marino mundial.
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Alvarez et al (2019), realizaron un estudio de los ascomicetos marinos
manglicolas, en la “Reserva Ecologica Manglares Churute”, Ecuador,
describiendo los hongos manglicolas con la finalidad de emplearlos a
aplicaciones biotecnologicas, reportdé que a diferencia de los hongos terrestres,
los hongos marinos en su mayoria son ascomicetos, esto se debe a que
presentan una serie de modificaciones que les permiten dominar este ambiente,
como la presencia de pequefios cuerpos de fructificacion y ornamentaciones en
sus esporas. A diferencia de los hongos ascomicetos, los hongos basidiomicetos
parecen escasos, Y generalmente se detectan Ustilaginomycetes,
Agaricomycetes, Exobasidiomycetes, Wallemiomycetes y Tremellomycetes
Andlisis molecular y filogenético

A través del aislamiento y caracterizacibon molecular, se analizaron 58
extracciones de ADN gendmico micelial, con un alto rendimiento de aislamiento
del material génico que permitio la identificacion y caracterizacion por
secuenciacion del locus ITS del ADN ribosomal. El uso de estas regiones sigue
siendo un proceso fundamental para determinar especies especificas de un
microorganismo determinado y ha demostrado ser eficaz para la identificacion y
diferenciacion de especies, incluso aquellas estrechamente relacionadas, lo que
lo convierte en marcadores confiables para delimitar especies dentro de diversos
géneros de hongos filamentosos (Tekpinar & Kalmer, 2019). Cabe destacar que
los morfotipos mostraron una coincidencia con las secuencias de referencia, lo
que indico la eficacia de la secuenciacion para la identificaciébn de géneros o
especies conocidas.

En cuanto al género fungico, los resultados revelaron que los hongos con
morfotipo dematiaceo, presentaron el mayor porcentaje de recuperacion.
Hallazgos similares fueron reportados por Sanchez-Cardenas et al. (2023), quien
ademas sefiala el grado de infeccibn que pueden causar estos hongos. Un
ejemplo de ello es la feohifomicosis, una infeccién fungica de distribucion mundial
que abarca manifestaciones superficiales, subcutaneas o sistémicas poco
frecuentes, provocadas por hongos melanizados. En la actualidad se han
descrito alrededor de 70 géneros y 150 especies entre los cuales Exophiala,
Fonsecaea, Curvularia y Lomentospora producen la mayoria de los casos. Estos
agentes causales son hongos saprofitos filamentosos que se encuentran en el
ambiente, principalmente en el suelo y las plantas. Todos ellos producen
pigmento melanico, un factor de virulencia vital que inhibe la fagocitosis y la unién
a enzimas hidroliticas, impidiendo su accion sobre las membranas, lo que puede
explicar su potencial patdgeno en pacientes inmunocompetentes.

Entre las especies identificadas por técnicas moleculares, se destaca Exophiala
oligosperma. La presencia de estas especies en el agua de la Bahia de Panama
representa un posible riesgo para la salud publica, ya que este agente se ha
reportado como patdgeno al provocar infecciones oportunistas en humanos y
otros organismos. Recientemente, estudios previos han reportado su presencia
debido a su alto grado de patogenicidad. Por ejemplo, en un estudio realizado
por Barrientos-Flores et al. (2024) aislo, en muestra de placa verrugosa de un
paciente que presentaba infeccion subcutanea causada por E. oligosperma, lo
cual demuestra que esta especie puede producir infeccion en individuos con
estado inmunol6gico normal.
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Ademas, el estudio realizado por Brufatto et al. (2024), refuerza esta informacion,
reportando un caso donde se identifica una infeccion provocada por el género
Exophiala en un trabajador agricola brasilefio de 61 afos, el paciente fue
ingresado en el ambulatorio dermatolégico, el mismo presentd una lesion
nodular, no adherente, en el antebrazo superior derecho, que evolucion¢ al afio,
creciendo hasta 1,5 cm de didmetro. El andlisis microscopico directo de esta
nueva lesion mostré hongos dematiaceos aislados del microcultivo. En el cultivo
fue posible observar un microorganismo de coloracion negra, al que se le realizé
la secuenciacion de los genes ITS4 e ITS5, evidenciando el agente E.
oligosperma.

Asi mismo, otra especie identificada en el estudio ha sido Aureobasidium
melanogenum, la colonizacién fangica plantea un riesgo significativo para la
salud publica. Aungue las especies de Candida son los patégenos identificados
con mayor frecuencia, se informa cada vez mas sobre otros agentes que
presenten un tipo de crecimiento dimoérfico como A. melanogenum, lo que
complica el diagnéstico y el tratamiento debido a los datos limitados sobre la
farmacocinética antifingica. Esos patdgenos emergentes, a menudo
oportunistas, subrayan la necesidad critica de un diagndéstico temprano (Mpakosi
et al., 2024).

En un estudio realizado por Chen et al. (2016), reportaron un caso de
feohifomicosis superficial en un individuo inmunocompetente que presentaba
sintomas parecidos a la tifia negra. El andlisis microscopico mostré esporas de
forma ovalada con paredes de gran grosor y septos. Un hongo con colonias
mucoides negras fue aislado repetidamente, identificado como A. melanogenum
a través de rasgos morfolégicos y la secuenciacion de ADN ribosémico. Ellos
sugieren que la infeccion podria haberse propagado por actividades de
jardineria. De acuerdo con Isola et al. (2021), indican que, ésta especie se puede
aislar de madera terminada con aceite y también ha sido reportada como un
patégeno ocasional. Del mismo modo, Van Nieuwenhuijzen et al. (2016)
reportaron la deteccion de A. melanogenum en muestras de madera expuestas
en los Paises Bajos, Camerun, Sudéfrica, Australia y Noruega. Este hongo,
conocido como moho que mancha la madera, ha sido identificado en maderas
tratadas con aceite, donde contribuye a la formaciéon de una caracteristica
mancha oscura denominada biofinish. Es un hongo ambiental ampliamente
distribuido en diversos habitats y actualmente se considera un patégeno capaz
de causar una amplia gama de infecciones humanas.

Un estudio realizado por Babi¢ y Gunde-Cimerman (2023), comparoé la micobiota
del agua potable en Suecia y Eslovenia, encontrando hongos en el 75% y 90%
de las muestras, respectivamente. En Suecia, predominaban Varicosporellopsis
(27,3%), Paracremonium (14,5%) y levaduras negras como Cadophora,
Cyphellophora y Exophiala (18,2%). En Eslovenia, los mas comunes fueron
Aspergillus spp. (46%), A. melanogenum (36%) y Exophiala spp. (24%). Estos
hallazgos sefialan la importancia de rastrear la presencia de hongos emergentes
con efectos conocidos sobre la salud en el agua potable y alientan a realizar mas
estudios sobre su transmisién desde las fuentes de agua cruda hasta los
usuarios finales.
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Los datos sobre la gestion de riesgos de enfermedades flngicas son limitados
por el escaso numero de especialistas en esta area, lo que genera dificultades
y, en consecuencia, una falta de pruebas diagnosticas para una correcta
identificacion en muchas unidades de gestion regional. Las investigaciones
futuras deberian incluir un enfoque multidisciplinario que abarque los agentes
causantes de micosis (Nardoni & Mancianti, 2023).

Numerosos estudios han registrado el uso de microorganismos beneficiosos
para la reduccion de enfermedades y la optimizacién del crecimiento de las
plantas. Las especies pertenecientes al género Trichoderma sobresalen por sus
acciones provechosas para las plantas (Ismaiel et al., 2024).
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CAPITULO IV
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CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio demuestran que los hongos filamentosos
analizados provenientes de muestras de aguas, a través de la integracion de las
técnicas de cultivo morfologico y moleculares permitié analizar de manera mas
detallada las comunidades fungicas presentes en doce sitios de la Bahia de
Panama. A través del aislamiento y la identificacion morfolégico y molecular, se
logro detectar una diversidad hongos filamentoso, predominando Cladosporium
tenuissimum, C. colocasiae, C. perangustum, C. cladosporioides, C.
halotolerans, Aureobasidium melanogenum, Talaromyces domesticus, T.
atroroseus, Diaporthe acaciarum, Pseudocercospora sordida, Neopestalotiopsis
formicarum, Exophiala oligosperma, Trichoderma longibrachiatum, Penicillium
menonorum, P. chrysogenum, P. osmophilum, Fusarium nirenbergiae, F.
oxysporum.

Dentro de las cepas identificadas, varias especies han sido previamente
reportadas o detectadas mediante literatura como agentes flingicas oportunistas
con alto potencial de patogenicidad en humanos. Se ha vinculado como C.
cladosporioides y C. tenuissimum con infecciones respiratorias, sinusales y
oculares, especialmente en individuos inmunocomprometidos. Aureobasidium
melanogenum ha sido registrado en casos de infecciones cutdneas y en sangre,
mostrando un comportamiento emergente como patdgeno ambiental.
Igualmente, Exophiala oligosperma, perteneciente al grupo de los hongos
negros, es una especie reconocida por causar infecciones subcutaneas,
sistémicas e incluso cerebrales. A pesar de que frecuentemente se le considera
como patdgeno ambiental, Trichoderma longibrachiatum ha sido identificado en
casos de fungemia y neumonia. Por su parte, Penicillium chrysogenum, mas
conocido por su habilidad para adaptarse a diversos factores y su naturaleza
oportunista y su uso industrial, ha sido implicado en infecciones respiratorias y
del oido medio. Finalmente, Fusarium oxysporum destaca por su amplia
distribucion y su capacidad de causar desde onicomicosis hasta infecciones
diseminadas en pacientes inmunosuprimidos.

Estas especies han sido ampliamente documentados en la literatura médica y
cientifica debido a su alta resistencia a tratamientos antifUngicos convencionales
y su capacidad para persistir en distintos ambientes, incluyendo el agua y el
suelo, lo que representa un riesgo importante para la salud publica. La presencia
de estos hongos en los sitios muestreados sugiere una posible fuente ambiental,
lo cual subraya la importancia de su monitoreo continuo y su caracterizacion
precisa tanto morfolégica como molecular.

Este analisis permitié observar la probabilidad de los datos obtenidos para la
elaboracion correcta de los arboles filogenéticos. Por lo tanto, facilitd analizar la
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similitud entre secuencias halladas para cada cepa fungica correspondiente con
diferentes hongos identificados en estudios previos.

La confirmaciéon de los analisis moleculares de las cepas, junto con la
identificacion morfolégica, resalta la importancia de emplear métodos
multidisciplinarios en el estudio de hongos. Este tipo de estudio no solo mejora
la precision en cuanto a la identificacion taxondémica, sino que también facilita
una mayor comprension de la diversidad de los hongos en diferentes ambientes
de nuestro pais, por lo tanto, esta investigacion sirve de referencia para estudios
posteriores en la Universidad de Panama, que permitan ampliar el conocimiento
en procesos ecoldgicos, agricultura, salud y biotecnologia, contribuyendo asi al
desarrollo y avance cientifico del pais.
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RECOMENDACIONES

Para futuras investigaciones considerar el empleo de reactivos
especificos para ciertos géneros o familias de hongos, con objetivo de
incrementar con exactitud el andlisis para la identificacién molecular de
hongos filamentosos, particularmente marcadores moleculares dirigidos a
regiones conservadas con bajo contenido de ADN fungico o en muestras
mixtas, que ademas de la ITS, usar LSU, SSU o RPB2, lo cual podria
aumentar la resolucién taxonémica, especialmente en especies con alta
variabilidad intraespecifica o dificiles de identificar con un solo marcador.

Preservar adecuadamente las cepas fungicas identificadas mediante
técnicas moleculares, dado que representan una base de datos para
investigaciones futuras.

Mantener un registro de cepas facilita la reanudacion de investigaciones

en caso de nuevas problematicas de estudio o la comparacion de
resultados a través del tiempo.
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ANEXO

Tabla 9. Determinacion de concentraciéon y pureza del ADN mediante

espectrofotometria NanoDrop.

Cuantificacion
Cepa Conc. Acido Nucleico | OD260/280 0D260/230
26Ag 35.00 ng/uL 2.15 1.67
115Ag 26.65 ng/uL 2.26 1.29
4Ag 89.60 ng/uL 2.06 2.20
1Ag 18.19 ng/uL 2.29 1.64
170Ag 39.88 ng/ul 2.23 1.99
163Ag 28.47 ng/uL 2.18 1.32
84Ag_a 28.79 ng/uL 2.21 1.01
99Ag 103.07 ng/uL 1.98 1.40
23Ag 132.82 ng/uL 2.00 1.94
MPM MP 1 2 3 4 5. 6 7

MP: Marcador de
peso molecular

26Ag
115Ag
4Ag
1Ag
170Ag
163Ag
84Ag_a
99Ag
23Ag

©F 00N O OF B0 10 =

Figura 37. Andlisis de electroforesis en gel agarosa 0.7% de ADNg. Se observa los ADNg de
cuatro hongos filamentosos. MP: marcador de peso molecular 1 kbp; pocillos con nimeros
identificados 1-9: muestras con ADN de cepas fungicas.
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Tabla 10. Determinacion de concentracion y pureza del ADN mediante
espectrofotometria NanoDrop.

Cuantificacion
Cepa Conc. Acido Nucleico | OD260/280 0D260/230
B36Ag 198.59 ng/uL 1.96 1.97
MP 1 2 3 4
MPM
MP: Marcador de
peso molecular
- 1. B36Ag
2.1
b 4 3. 2
- 4.3

Figura 38. Analisis de electroforesis en gel agarosa 0.7% en el que se observa los ADNg de
cuatro hongos filamentosos. MP: marcador de peso molecular 1 kbp; pocillos con niumeros
identificados 1-4: muestras con ADN de cepas fungicas.
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Tabla 11. Determinacion de concentracion y pureza del ADN mediante
espectrofotometria NanoDrop.

Cuantificacion
Cepa Conc. Acido Nucleico | OD260/280 0D260/230
22Ag 34.45 ng/uL 2.24 1.91
49Ag_b 482.22 ng/uL 2.01 2.37
82Ag 595.34 ng/uL 2.00 2.40
112Ag 796.16 ng/uL 2.00 2.39

MPM MP 1 2 3 4

v ' u MP: Marcador de

peso molecular
p 1. 22Ag

2. 49Ag_a
- 3. 82Ag

4. 112Ag

Figura 39. Andlisis de electroforesis en gel agarosa 0.7% de ADNg. se observa los ADNg de
cuatro hongos filamentosos. MP: marcador de peso molecular 1 kbp; pocillos con nameros
identificados 1-4: muestras con ADN de cepas fungicas.
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Tabla 12. Determinacion de concentracion y pureza del ADN mediante
espectrofotometria NanoDrop.

Cuantificacion
Cepa Conc. Acido Nucleico | OD260/280 0D260/230
6Ag 51.67 ng/uL 1.96 2.13
111Ag 899.97 ng/uL 1.99 2.35
84Ag_a 134.90 ng/uL 2.00 2.30
205Ag 650.97 ng/uL 1.99 2.35
25Ag 483.45 ng/ul 1.97 2.38
109Ag 580. 75 ng/uL 1.96 241
MPM MP 1 RS A LS 6

10 -

w sV ®
A B S

0.2

MP: Marcador de
peso molecular

SO, B0 N e
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205Ag
25Ag
109Ag

Figura 40. Andlisis de electroforesis en gel agarosa 0.7% de ADNg. Se observa los ADNg de
cuatro hongos filamentosos. MP: marcador de peso molecular 1 kbp; pocillos con nimeros
identificados 1-6: muestras con ADN de cepas fungicas.
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Tabla 13. Determinacion de concentracion y pureza del ADN mediante
espectrofotometria NanoDrop.

Cuantificacion
Cepa Conc. Acido Nucleico | OD260/280 0D260/230
31Ag 139.44 ng/uL 1.99 2.38
1Ag 155.23 ng/uL 1.99 2.40
58Ag 73.66 ng/uL 1.97 2.28
18Ag 380.30 ng/uL 1.97 2.39
MPM MP 1 2 3 4

-
=

MP: Marcador de
peso molecular

w0

: . — 1. 31Ag
4 2. 1Ag
? 3. 58Ag

4. 18Ag

0.5 -

Figura 41. Andlisis de electroforesis en gel agarosa 0.7% de ADNg. Se observa los ADNg de
cuatro hongos filamentosos. MP: marcador de peso molecular 1 kbp; pocillos con nameros
identificados 1-4: muestras con ADN de cepas fungicas.
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Tabla 14. Determinacion de concentracion y pureza del ADN mediante
espectrofotometria NanoDrop.

Cuantificacion
Cepa Conc. Acido Nucleico | OD260/280 0D260/230
048AgM3 179.41 ng/uL 1.95 2.19
165Ag 34.63 ng/uL 1.69 1.31
49Ag_a 104.23 ng/uL 1.95 1.97
233Ag_a 22.87 ng/uL 1.79 1.56
48Ag 68.70 ng/ul 181 2.35
e —
3 4 5

MP: Marcador de
peso molecular

1.

2
3.
4
5)

048AgM3
165Ag
49Ag_a

. 233Ag_a
. 48Ag

Figura 42. Andlisis de electroforesis en gel agarosa 0.7% de ADNg. Se observa los ADNg de
cuatro hongos filamentosos. MP: marcador de peso molecular 1 kbp; pocillos con nimeros
identificados 1-5: muestras con ADN de cepas fungicas.
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Amplificacién de las regiones ITS del ADN

MPM MP 1 2 3 4 5 6 7 8 control-

. MP: Marcador
. de peso
molecular
238Ag
231Ag
215Ag
227Ag_b
56Ag
234Ag
10Agc1
10Agc2
Control-

0. 007 N~ O B0 N -2

R N

Figura 43. Andlisis de electroforesis en gel agarosa 1%. Se observa los productos de PCR,
utilizando los primers ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con nUmeros
identificados 1-9: muestras con ADN de cepas flngicas; pocillo 10 con nombre identificado
control: muestra sin ADN de cepa flngica, se le agregd agua miliQ estéril como muestra negativa.

MPM control- 1 2 3 4 5 MP

3000 bp MP: Marcador
de peso
2000 bp molecular
e Control-
1. 216Ag
2. 218Ag
"0t 3. 237bAg
bty 4. 233Ag
600 bp 5. 212Ag
oo - - . .- 6. MP

361 X} Y 0s0m0e %1

Figura 44. Andlisis de electroforesis en gel agarosa 1% en el que se observa los productos de
PCR, utilizando los primers ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con
nameros identificados 1-5: muestras con ADN de cepas fungicas; pocillo con nombre identificado
control: muestra sin ADN de cepa flngica, se le agregd agua miliQ estéril como muestra negativa.
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MPM MP control- 1 2 3

MP: Marcador de
peso molecular

Control-

1. 169Ag

2. 233Ag_b
: 3. 227Ag_a

Figura 45. Andlisis de electroforesis en gel agarosa 1% en el que se observa los productos de
PCR, utilizando los primers ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con
numeros identificados 1-3: muestras con ADN de cepas fungicas; pocillo con nombre identificado
control: muestra sin ADN de cepa flngica, se le agregd agua miliQ estéril como muestra negativa.

MPM MP control- 1 2 3 4

MP: Marcador de

\awt peso molecular
Control-
1.  ADNg004
2. 004
3. 004
4. 011Ag

Figura 46. Analisis de electroforesis en gel agarosa 1% en el que se observa los productos de
PCR, utilizando los primers ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con
numeros identificados 1-4: muestras con ADN de cepas flngicas; pocillo con nombre identificado
control: muestra sin ADN de cepa fingica, se le agregd agua miliQ estéril como muestra negativa.
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MPM MP control- 1 B Sgst

MP: Marcador de
peso molecular

Control-

1. 163Ag
2. 26Ag
3. 115Ag
4. 170Ag

-

Figura 47. Andlisis de electroforesis en gel agarosa 1% en el que se observa los productos de
PCR, utilizando los primers ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con
nameros identificados 1-4: muestras con ADN de cepas fangicas; pocillo con nombre identificado
control: muestra sin ADN de cepa flngica, se le agregd agua miliQ estéril como muestra negativa.

MPM MP control- 1 2 3 4

MP: Marcador

e de peso
molecular
2000 bp Control-
- 1. 211Ag
0N 2. 51Ag
— 3. 232Ag
— 4.  4A
100000 =>= J
800 bp
700 bp

600 bp
SO0 bp

400 bp

%)

300 bp

200 bp

100 bp

381 X} i 05050

Figura 48. Analisis de electroforesis en gel agarosa 1% en el que se observa los productos de
PCR, utilizando los primers ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con
numeros identificados 1-4: muestras con ADN de cepas fungicas; pocillo con nombre identificado
control: muestra sin ADN de cepa fingica, se le agregd agua miliQ estéril como muestra negativa.
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MPM MP control- 1 2 3 4 5

MP: Marcador

de peso
2000 bp molecular
Control-
e 1. 107Ag
= 2. 27Ag_b
"0 5 3. 99Ag
s 4. 23Ag
600 bp 5. B36Ag

100 bp

Figura 49. Andlisis de electroforesis en gel agarosa 1% en el que se observa los productos de
PCR, utilizando los primers ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con
numeros identificados 1-5: muestras con ADN de cepas fungicas; pocillo con nombre identificado
control: muestra sin ADN de cepa flngica, se le agregd agua miliQ estéril como muestra negativa.

MPM
MP control- 1 2 3 4

1.

2!
3:
4.

361 X3 Yum 0somle %)

MP:
Marcador de
peso
molecular
Control-
22Ag
49Ag_b
82Ag
112Ag

Figura 50. Andlisis de electroforesis en gel agarosa 1% en el que se observa los productos de
PCR, utilizando los primers ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con
nameros identificados 1-4: muestras con ADN de cepas fungicas; pocillo con nombre identificado
control: muestra sin ADN de cepa fingica, se le agregd agua miliQ estéril como muestra negativa.
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MPM

MP  control-

MP:
Marcador de
peso
molecular
Control-

1. 49Ag_ b
2. 82Ag
3. 112Ag
4. 95Ag

Figura 51. Andlisis de electroforesis en gel agarosa 1% en el que se observa los productos de
PCR, utilizando los primers ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con
numeros identificados 1-4: muestras con ADN de cepas fungicas; pocillo con nombre identificado
control: muestra sin ADN de cepa flngica, se le agregd agua miliQ estéril como muestra negativa.

100 bp

MPM

MP control- 1

2

MP:
Marcador de
peso
molecular
Control-

6Ag
111Ag
84Ag_a
205Ag
25Ag
109Ag
82Ag
112Ag

PN RGN =

Figura 52. Analisis de electroforesis en gel agarosa 1% en el que se observa los productos de
PCR, utilizando los primers ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con
numeros identificados 1-8: muestras con ADN de cepas fungicas; pocillo con nombre identificado
control: muestra sin ADN de cepa flngica, se le agregd agua miliQ estéril como muestra negativa.
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MP control- 1 2 3

MPM

MP:
Marcador de
— peso
- molecular
Control-
1. 25Ag
2. 82Ag
3. 112Ag

361 X1 Yum osomle %1

Figura 53. Andlisis de electroforesis en gel agarosa 1% en el que se observa los productos de
PCR, utilizando los primers ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con
numeros identificados 1-3: muestras con ADN de cepas fungicas; pocillo con nombre identificado
control: muestra sin ADN de cepa flngica, se le agregd agua miliQ estéril como muestra negativa.

MPM MP control- 1 2 3 4

MP:
Marcador de
peso
molecular
Control-

1. 82Ag
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3. 112Ag
4. 112Ag
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Figura 54. Analisis de electroforesis en gel agarosa 1% en el que se observa los productos de
PCR, utilizando los primers ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con
nameros identificados 1-4: muestras con ADN de cepas fungicas; pocillo con nombre identificado
control: muestra sin ADN de cepa fingica, se le agregd agua miliQ estéril como muestra negativa.
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MP control- 1 2 3 4

MPM

Marcador de
peso

molecular
Control-

1. 82Ag
2. 82Ag
3. M2Ag
4. 112Ag

— MP:

381 X3 Yum osombe %)

Figura 55. Andlisis de electroforesis en gel agarosa 1% en el que se observa los productos de
PCR, utilizando los primers ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con
numeros identificados 1-4: muestras con ADN de cepas fungicas; pocillo con nombre identificado
control: muestra sin ADN de cepa flngica, se le agregd agua miliQ estéril como muestra negativa.
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Figura 56. Andlisis de electroforesis en gel agarosa 1% en el que se observa los productos de
PCR, utilizando los primers ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con
nameros identificados 1-6: muestras con ADN de cepas fungicas; pocillo con nombre identificado
control: muestra sin ADN de cepa fingica, se le agregd agua miliQ estéril como muestra negativa.
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MP control- 1 2 3 4 5 6
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Figura 57. Andlisis de electroforesis en gel agarosa 1% en el que se observa los productos de
PCR, utilizando los primers ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con
numeros identificados 1-6: muestras con ADN de cepas fungicas; pocillo con nombre identificado
control: muestra sin ADN de cepa flngica, se le agregd agua miliQ estéril como muestra negativa.
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Figura 58. Analisis de electroforesis en gel agarosa 1% en el que se observa los productos de
PCR, utilizando los primers ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con
nameros identificados 1-8: muestras con ADN de cepas fungicas; pocillo con nombre identificado
control: muestra sin ADN de cepa fingica, se le agregd agua miliQ estéril como muestra negativa.

118



MP control- 1 2 3

MPM

MP:
Marcador de
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molecular
Control-
1. 165Ag
— 2. 233Ag_a
3. 48Ag

{
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Figura 59. Andlisis de electroforesis en gel agarosa 1% en el que se observa los productos de
PCR, utilizando los primers ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con
numeros identificados 1-3: muestras con ADN de cepas fungicas; pocillo con nombre identificado
control: muestra sin ADN de cepa flngica, se le agregd agua miliQ estéril como muestra negativa.
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Figura 60. Analisis de electroforesis en gel agarosa 1% en el que se observa los productos de
PCR, utilizando los primers ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con
nameros identificados 1-3: muestras con ADN de cepas fungicas; pocillo con nombre identificado
control: muestra sin ADN de cepa fingica, se le agregd agua miliQ estéril como muestra negativa.

119



MPM MP control- 1 2 3 4 5 6

MP:

_ Marcador de
peso
molecular
Control-

47Ai

20Ai
203Ai
12Ai
82Ag
82Ag

O O N

:
-
7

Figura 61. Andlisis de electroforesis en gel agarosa 1% en el que se observa los productos de
PCR, utilizando los primer ITS5 e ITS4. MP: marcador de peso molecular 100bp; pocillos con
numeros identificados 1-6: muestras con ADN de cepas fungicas; pocillo con nombre identificado
control: muestra sin ADN de cepa flngica, se le agregd agua miliQ estéril como muestra negativa.
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Tabla 15. Registro de cepas hongos filamentosos estudiados.

# Codigo de D'V'S,'OT‘ Identlflc,aglon Identificacion molecular Sitio de Muestreo
cepa taxonémica morfologica
1 10Ad b *cf. Penicillium Talaromyces Antigua Autoridad de la Regién
9 sp. annesophieae Interoceanica
= —
2 23Ag cf. Penicillium Talaromy(;es Costa del Este
Sp. annesophieae
3 99A *cf. Penicillium Talaromyces Antigua Autoridad de la Regién
9 sp. annesophieae Interoceanica
N .
4 6Ag cf. Penicillium Talaromyges Isla Elamenco
sp. annesophieae
" —
5 26Ag cf. Penicillium Talaromyges Panama La Vieja
Sp. annesophieae
*cf. Penicillium Talaromyces . -
6 31Ag sp. annesophieae Panama La Vieja
N -
7 B36Ag cf. Penicillium Talaromyqes Panama La Vieja
sp. annesophieae
— —
8 AB0Ag cf. Penicillium Talaromy(_:es Boca La Caja
sp. annesophieae
N -
9 95Ag cf. Penicillium Talaromyqes Avenida de los Poetas
sp. annesophieae
- - Antigua Autoridad de la Region
10 10Ag_cl Penicillium sp. Penicillium menonorum Interoceanica
— - Antigua Autoridad de la Region
11 10Ag_c2 Ascomycota Penicillium sp. Penicillium menonorum Interocednica
12 1Ag Penicillium sp. Talaromyces atroroseus | Panama La Vieja
13 4Ag Penicillium sp. Talaromyces sp. Las Bévedas
14 18Ag Penicillium sp. Talaromyces sp. Costa del Este
15 25Ag Penicillium sp. Penicillium sp. Panama La Vieja
16 84Ag_a Penicillium sp. Penicillium sp. Club Unién
17 84Ag_b Penicillium sp. Penicillium sp. Club Unién
18 163Ag Penicillium sp. Penicillium sp. Boca La Caja
19 49Ag_b Penicillium sp. Salida del Rio Matasnillo
20 29Ag Penicillium sp. Panama La Vieja
21 58Ag Penicillium sp. Salida del Rio Matasnillo
22 82Ag Penicillium sp. Boca La Caja
23 83Ag Penicillium sp. Boca La Caja
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Penicillium sp.

Isla Flamenco

Penicillium sp.

Isla Flamenco

Penicillium sp.

Isla Flamenco

Penicillium sp.

Antigua Autoridad de la Regi6n
Interoceanica

Penicillium sp.

Antigua Autoridad de la Region
Interoceanica

Penicillium sp.

Penicillium chrysogenum

Boca La Caja

Aspergillus sp.

gris y aterciopelado

Antigua Autoridad de la Region
Interoceanica

Aspergillus  *cf.

niger

Isla Flamenco

Aspergillus  *cf.

niger

Boca La Caja

Aspergillus  *cf.

niger

Avenida de los Poetas

Aspergillus sp.

Isla Flamenco

Paecilomyces
*c.f. lilacinus

Coco del Mar

Paecilomyces
*c.f. variotii

Costa del Este

Paecilomyces
*c.f. variotii

Panama La Vieja

Paecilomyces
*c.f. variotii

Costa del Este

Trichoderma sp.

Trichoderma
longibrachiatum

Costa del Este

Pestalotiopsis sp. :(\leopestalotlopas Costa del Este
ormicarum

Fusarium sp. Fusarium sp. Coco del Mar
Fusarium sp. Fusarium sp. Coco del Mar

1 *
Fusar_|um c.f. Fusarium sp. Panama La Vieja
solani
**C. tipo

cladosporium

Salida del Rio Matasnillo

**C. tipo
cladosporium

Hospital Santo Tomas

**C. tipo
cladosporium

Coco del Mar

**C. tipo
cladosporium

Cladosporium
tenuissimum

Las Bévedas

24 108Ag
25 111Ag
26 109Ag
27 112Ag
28 100Ag
29 205Ag
30 101Ag
31 169Ag
32 115Ag
33 8Ag_b
34 107Ag
35 2Ag_b
36 232Ag
37 27Ag_b
38 170Ag
39 22Ag

40 234Ag
41 2Ag

42 011Ag
43 30Ag_a
44 218Ag
45 227Ag_b
46 56Ag

47 238Ag
48 233Ag_b
49 233Ag_a

**C. tipo
cladosporium

Cladosporium
tenuissimum

Costa del Este

**C. tipo
cladosporium

Cladosporium
tenuissimum

Costa del Este
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**C. tipo Cladosporium

50 233A9 cladosporium tenuissimum Costa del Este
**C. tipo Cladosporium

51 233bAg cladosporium tenuissimum Costa del Este
**C. tipo Cladosporium

52 48Ag cladosporium tenuissimum Coco del Mar
*% 1

53 49Ag_a C. tipo . Salida del Rio Matasnillo
cladosporium
*% 1

54 51Ag C.tipo Salida del Rio Matasnillo
cladosporium

55 165Ag o Aureobasidium Boca La Caja

melanogenum
56 048AgM3 ok Pseudocercpspora Coco del Mar
abacopteridicola
57 227Ag_a ~C. tipo Cladosporium Hospital Santo Tomas
— cladosporium xanthochromaticum

58 40Ag ok Diaporthe sp. Panama La Vieja
**C. tipo ) )

59 236Ag cladosporium Cladosporium sp. Antigua ARI
**C. tipo

60 211Ag rhinocladiella, Exophiala oligosperma Boca La Caja
phialophora
Fok| 1

61 215Ag C. tipo Isla Flamenco
cladosporium
**C. tipo Cladosporium .

62 237bAg cladosporium halotolerans Antigua ARI
*%| 1

63 231Ag C. tipo Club Unién
cladosporium
**C. tipo Cladosporium

64 216A9 cladosporium tenuissimum Isla Flamenco

65 212Ag ok Setophaeosphaeria sp. Boca La Caja

*cf.. confer (comparar con).

**Conidiacion tipo rhinocladiella, phialophora y/o cladosporium, son

dematiaceo no identificables.
***Cepas fungicas no identificables en estado vegetativo no estéril.

los hongos del grupo

Tabla 16. Determinacion de concentracion y pureza del ADNg mediante

espectrofotometria NanoDrop.

Cepa Conc. Acido 0D260/280 0D260/230 PCR Secuenciacion
Nucleico
238Ag 299.88 ng/uL 2.16 2.21 v v
231Ag 528.18 ng/uL 2.25 2.34 v
215Ag 596.71 ng/uL 2.16 2.22 v
227Ag_b 626.74 ng/uL 2.23 2.30 v v
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5 56Ag 631.74 nglul 2.19 2.29 v
6 234Ag 169.31 ng/uL 2.26 2.30 N4 v
7 10Agcl 612.60 ng/uL 2.23 231 v v
8 10Agc2 122.72ng/uL 2.09 1.91 N4 v
9 233bAg 55.60ng/uL 2.03 2.10 N4
10 236Ag 39.21ng/uL 2.07 1.95 N4 v
11 216Ag 93.78ng/uL 2.03 1.07 v v
12 218Ag 80.98ng/uL 2.07 1.99 v
13 237bAg 51.35ng/uL 2.04 2.16 v v
14 233Ag 51.16ng/uL 2.08 2.20 v
15 212Ag 126.17ng/uL 1.96 2.37 v v
16 169Ag 32.29 ng/uL 2.10 1.52 v
17 233Ag_b 29.40 ng/uL 2.10 1.48 v
18 227Ag_a 80.34 ng/uL 1.98 2.82 v
19 011Ag 141.55 ng/uL 1.99 1.80 v
20 30Ag_a 134.62 ng/ul 2.01 2.16 v
21 2Ag_b 175.86 ng/uL 2.01 1.92 v
22 2Ag 285.54 ng/uL 1.98 2.22 v v
23 101Ag 291. 74 ng/uL 2.00 2.16 N4
24 40Ag 100.65 ng/uL 2.02 1.71 N4 N4
25 107Ag 161.52 ng/uL 2.05 2.14 N4
26 27Ag_b 124.97 ng/uL 2.09 2.21 v
27 211Ag 93.13 ng/uL 2.10 2.20 v v
28 51Ag 64.40 ng/uL 2.18 2.01 N4
29 232Ag 50.98 ng/ul 2.14 2.24 v
30 26Ag 35.00 ng/uL 2.15 1.67 v
31 115Ag 26.65 ng/uL 2.26 1.29 v
32 4Ag 89.60 ng/uL 2.06 2.20 v
33 170Ag 39.88 ng/ul 2.23 1.99 v
34 163Ag 28.47 ng/uL 2.18 1.32 v
35 99Ag 103.07 ng/uL 1.98 1.40 v
36 23Ag 132.82 ng/uL 2.00 1.94 v v
37 B36Ag 198.59 ng/uL 1.96 197 v
38 22Ag 34.45 ng/uL 2.24 1.91 v v
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39 49Ag_b 482.22 ng/uL 2.01 2.37 v

40 82Ag 595.34 ng/uL 2.00 2.40 v

41 112Ag 796.16 ng/uL 2.00 2.39 v

42 95Ag 54.78ng/uL 1.99 2.39 N4

43 6Ag 51.67 ng/uL 1.96 2.13 N4

44 111Ag 899.97 ng/uL 1.99 2.35 v

45 84Ag_a 134.90 ng/uL 2.00 2.30 v v
46 205Ag 650.97 ng/uL 1.99 2.35 N4 v
47 25Ag 483.45 ng/ul 1.97 2.38 v

48 109Ag 580. 75ng/uL 1.96 2.41 v

49 31Ag 139.44 ng/uL 1.99 2.38 v

50 1Ag 155.23 ng/uL 1.99 2.40 v v
51 58Ag 73.66 ng/uL 1.97 2.28 v

52 18Ag 380.30 ng/uL 1.97 2.39 v

53 048AgM3 179.41 ngluL 1.95 2.19 v v
54 165Ag 34.63 ng/uL 1.69 1.31 v v
55 49Ag_a 104.23 ng/uL 1.95 1.97 v

56 233Ag_a 22.87 ng/uL 1.79 1.56 v

57 48Ag 68.70 ng/ul 1.81 2.35 v

58 84Ag_b 134.90ng/uL 2.00 2.30

59 10Ag_b

5 AB80Ag

61 29Ag

62 83Ag

63 108Ag

64 100Ag

65 8Ag_b
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