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RESUMEN

Los microhongos acuaticos constituyen un grupo de microorganismos fundamentales

en los ecosistemas estuarinos debido a su participacion en los procesos de descomposicidon
de materia organica, reciclaje de nutrientes y mantenimiento del equilibrio ecologico. No
obstante, en la costa ecuatoriana existen escasos estudios sobre la diversidad y composicion
de las comunidades fungicas asociadas a ambientes de manglar. En este contexto, la presente
mvestigacion tuvo como objetivo identificar y caracterizar molecularmente los microhongos
acuaticos presentes en el estero de Punta Carnero, provincia de Santa Elena, mediante
técnicas de aislamiento microbiologico y secuenciacion masiva de ADN. Posteriormente, las
muestras fueron procesadas mediante aislamiento en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar
(PDA) suplementado con cloruro de sodio, obteniéndose cultivos axénicos para su analisis
molecular. La caracterizacion molecular se realizd mediante secuenciacion de la region ITS2,
obteniéndose una concentracion de ADN de 64 ng/ul, una biblioteca de secuenciacion de
126 ng/uL, una calidad de lectura de 81,54 % Q30y un total de 32 504 lecturas validas para
el analisis taxondmico. Los resultados permitieron identificar una comunidad fingica
dominada principalmente por especies del género Aspergillus. La especie mas abundante fue
Aspergillus terreus, con una abundancia relativa del 56,18 %, seguida de Aspergillus flavus
(19,67 %), Aspergillus tubingensis (15,59 %) y Aspergillus niger (7,09 %). La aplicacion
conjunta de métodos de cultivo y herramientas de secuenciacion molecular permitidé una
identificacion confiable de la comunidad fingica, generando informacién base para futuras
mvestigaciones sobre biodiversidad microbiana, ecologia de manglares y potencial

biotecnologico de los hongos acudticos presentes en los ecosistemas costeros del Ecuador.



Palabras clave: Microhongos acuaticos, Rhizophora mangle, secuenciacion I1TS2,

Aspergillus terreus, diversidad fingica.

ABSTRACT

Aquatic microfungi constitute a fundamental group of microorganisms in estuarine
ecosystems due to their role in the decomposition of organic matter, nutrient recycling, and
maintenance of ecological balance. However, there are few studies on the diversity and
composition of fungal communities associated with mangrove environments on the
Ecuadorian coast. In this context, the present research aimed to identify and molecularly
characterize the aquatic microfungi present in the Punta Carnero estuary, Santa Elena
province, using microbiological isolation techniques and massive DNA sequencing.
Subsequently, the samples were processed by isolation on Potato Dextrose Agar (PDA)
culture medium supplemented with sodium chloride, obtaining axenic cultures for molecular
analysis. Molecular characterization was performed by sequencing the ITS?2 region, yielding
a DNA concentration of 64 ng/uL, a sequencing library of 126 ng/uL, a Q30 read quality of
81.54%, and a total of 32,504 reads valid for taxonomic analysis. The results identified a
fungal community dominated primarily by species of the genus Aspergillus. The most
abundant species was Aspergillus terreus, with a relative abundance of 56.18%, followed by
Aspergillus  flavus (19.67%,), Aspergillus tubingensis (15.59%), and Aspergillus niger
(7.09%). The combined application of culture methods and molecular sequencing tools
allowed for reliable identification of the fungal community, generating baseline information
for future research on microbial biodiversity, mangrove ecology, and the biotechnological

potential of aquatic fungi present in coastal ecosystems of Ecuador:

Keywords: Aquatic microfungi, Rhizophora mangle, ITS2 sequencing, Aspergillus
terreus, fungal diversity.



1. INTRODUCCION

Los hongos son organismos eucariotas que, junto con las bacterias, participan

activamente en la descomposicion y el reciclaje de nutrientes en el entorno. En los
ecosistemas acuaticos, cumplen una funcién esencial al degradar la materia organica muerta,
lo que permite el retorno de nutrientes indispensables para plantas y otros microorganis mos,
fortaleciendo asi la cadena trofica Grossart (2019). Mediante este proceso, contribuyen a
mantener el equilibrio ecologico y favorecen la formacion de humus, elemento clave para la

fertilidad del suelo y la pureza del agua Garcia (2025).

A nivel mternacional segin el estudio realizado por Viridiana Magafia Duefias en la
region de Espana, las muestras aisladas se sembraron en PDA tras 5-7 dias de incubacion a
25°C, y posteriormente se les extrajo el ADN total. Para el estudio molecular, se secuenciaron
diversos marcadores filogenéticos, dependiendo del género en estudio, con el fin de obtener
la correcta identificaciéon de los aislados (French, 2019). Los fragmentos obtenidos fueron
purificados, secuenciados y analizados mediante programas bioinformaticos para la
obtencion de secuencias consenso (Seqman). Una vez obtenidas las secuencias, se

comparaban contra las de taxones previamente conocidos en las bases de datos del NCBIy
CBS, Duetias (2022).

En Latino América los analisis moleculares de hongos acuaticos han sido esenciales,
no solo para lograr su identificacion taxondmica, también para prevenir intoxicaciones en la
salud humana, un estudio en Boyacd, Colombia se identificaron la presencia de hongos
acuaticos en el agua potable gracias a que se analizaron muestras tomadas directamente de la
red de distribucion, con el fin de evaluar la presencia de hongos patdgenos (Aguilera, 2020).
Los resultados mostraron la presencia de hongos en los tres municipios de estudio, y

levaduras en el municipio de Chiquinquird. Se identificé la presencia de Trichoderma sp.

Gomez (2024).,



A nivel nacional se han observado especies de hongos acudticos que pueden ser un
posible patdégeno para a la fauna local como por ejemplo segin Francisca, Hernandez-Tapia
y su investigacion en el Morro, Guayas-Ecuador; analiza la vulnerabilidad de delfines contra
patogenos fingicos ya que en el area que habitan encontraron hongos acuaticos de la especie
Rhizopus oryzae que posee un antecedente de infecciones en delfines mulares en cautiverio,

sucedido en Europa Hernandez-Tapia (2019).

El area de estudio, ubicada en la provincia de Santa Elena, abarca presiones
ambientales relacionadas con actividades turisticas, acuicolas y urbanas, las cuales pueden
modificar las condiciones fisicoquimicas del agua, por lo tanto, afectar la riqueza y
distribucion de los microhongos. La demarcacion del presente trabajo se centra en la
evaluacion de las especies fingica en puntos estratégicos del estero, considerando variables
ambientales relevantes, lo que posibilitara establecer relaciones entre la composicion de las
comunidades y los factores locales. De esta manera, la mnvestigacidon no solo generard datos
mnéditos para el pais, smo que también servird como linea base para futuros programas de

monitoreo y conservacion de ambientes costeros.



2. PROBLEMATICA

Los ecosistemas estuarinos, como el de Punta Carnero en la provincia de Santa Elena,
presentan condiciones ambientales variables que pueden influir directamente en la
composicion y densidad de microorganismos acuaticos. Entre ellos, los microhongos
cumplen un papel importante en la descomposicion de materia organica mediante enzimas
(lignina, celulosa, xilano) y en los procesos de reciclaje de nutrientes. Sin embargo, /existe

una alta diversidad de especies de microhongos acudticos en punta carnero?

La expansion de tejido micelar de hongos acudticos por la madera del manglar, por
lo general, crece por la corteza externa, debido a sus altos requerimientos de oxigeno, los
hongos son esenciales como base ya que condicionan previamente la superficie de la corteza

para su posterior descomposicion, Raghukumar (1994).

También la presencia de otros microorganismos como las bacterias que actian de
manera conjunta con los hongos, siendo el siguiente eslabon luego de la descomposicion

micia por organismos fungicos, Pawlowska (2024).

Estos factores muestran lo importante que son los microhongos en los ecosistemas
estuarinos y nos permite entender los ciclos de descomposicion del manglar y su funcion en
estas zonas. En este aspecto es esencial determinar la densidad poblacional de estos
organismos ya que con los avances tecnologicos se puede lograr su identificacion
taxondmica, lo que podria impulsar ala implementaciéon de biotecnologias en la provincia de

Santa FElena.



3. JUSTIFICACION

Los microhongos acudticos son un componente esencial de los ecosistemas estuarinos
debido a su papel en la descomposicion de la materia organica y el reciclaje de nutrientes,
procesos esenciales para mantener el equilibrio ecoldogico de los manglares. A pesar de su
mmportancia, existe poca informacion sobre la diversidad de especies de microfiingicos en el
estero de Punta Carnero, lo que complica la comprension de su composicion y funciones en

este ecosistema.

El presente estudio se basa en la determmnacion de la diversidad de microhongos
acuaticos utilizando herramientas de identificacion molecular, que permiten una
identificacion taxondémica mas precisa que los métodos basados Umicamente en procesos de
caracterizacion. La aplicacion de estos métodos ayudard a obtener informacion cientifica
confiable sobre la composicion de las comunidades fingicas del estero Punta Carnero, lo que
permitird establecer una linea base para futuros estudios relacionados con la biodiversidad y

ecologia de estos organismos Raghukumar (1994).

Desde un punto de vista ambiental, el estudio ayudard a ampliar el conocimiento de
los microorganismos involucrados en los procesos de degradacion de la materia organica y
reciclaje de nutrientes, y proporcionara informacion valiosa para comprender la dindmica
ecologica de los ecosistemas estuarinos de Santa Elena. Ademas, los resultados pueden
apoyar el desarrollo de estrategias de conservacion y monitoreo ambiental en estos ambientes

costeros Pawlowska (2024).

Finalmente, la identificacion molecular de microhongos acudticos permitird
reconocer especies con potencial biotecnologico. En este aspecto, la investigacion generara
nformacidn que podra ser utilizada como base para futuras aplicaciones en biotecnologia y
para el aprovechamiento sostenible de la biodiversidad fingica presente en los ecosistemas

estuarinos de la provincia de Santa Elena.



4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL
Determinar la diversidad de microhongos acuaticos presentes en el estero de Punta

Carnero mediante cebos orgdnicos para su analisis metagenémico.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Aislar yobtener cultivos axénicos de micro-hongos acudticos a partir de muestras del

estero, utilizando medios de cultivo selectivos y enriquecidos (PDA).
e Aplicar técnicas de secuenciacion masiva de ADN fingico para la identificacion
molecular de las especies.

e Determinar la densidad poblacional de microhongos acuaticos mediante la aplicacion

de datos estadisticos.



5. HIPOTESIS

Hi. Los microhongos acuaticos presentes en el estero de Punta Carnero muestran una alta

diversidad taxonomica.



6. MARCOTEORICO

6.1 Generalidades de los manglares

Los manglares, son ecosistemas costeros, tipicos de las zonas tropicales y
subtropicales, que presentan una gran riqueza de biodiversidad. Es importante recalcar que
existen diferentes tipos de manglares, pero todos ellos tienen una caracteristica comun: nacen
del contacto entre dos ambientes muy distintos —el terrestre y el marino—, constituyendo asi

uno de los habitats mas valiosos del planeta.

Son clave para la conservacion de diferentes tipos de especies y vegetales que
necesitan de estos habitats para poder crecer y desarrollarse. No solo tienen una funcion de
proteccion de la vegetacion y la fauna, también contribuyen a mitigar los efectos del cambio

climatico al ser capaces de absorber y almacenar CO: en sus raices (Aquae, 2022).

6.1.1. Tipos de manglar
Existen seis especies de manglar en el pais, Mangle rojo (Rhizophora mangle),

Mangle Concha (Rhizophora harrisonii), Mangle negro (Avicennia germinans), Mangle
boton (Conocarpus erectus), Mangle blanco (Laguncularia racemosa) y Mangle pifiuelo

(Pelliciera rhizophorae) (WWF, 2017).

6.2.Ciclo del nitrogeno en manglares
El ciclo del nitrogeno en los manglares es un proceso complejo dominado por la

actividad microbiana donde participan los microhongos, donde abarca la fijacion del
nitrégeno atmosférico, mineralizacion de materia orgdnica en el suelo, nitrificacién (amonio

a nitrito 'y luego nitrato) y desnitrificacién, donde las bacterias devuelven el nitrégeno a la
atmosfera (Barrios, 2025).



Figura 1 Diagrama del ciclo del nitrogeno
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Nota: Las flechas indican el paso del nitrogeno entre los diferentes organismos del ecosistema. Obtenido de
Bordino (2025).

6.3.Microorganismos presentes en Manglares
Los hongos uno de microrganismos presentes en estas zonas, actian como principales

descomponedores de materia orgdnica, participan en el reciclaje de nutrientes y producen
metabolitos secundarios que ayudan a las plantas a soportar el estrés a altas salinidades, segiun
Fathy (2025).

6.3.1. Genero Aspergillus
Aspergillus es un hongo filamentoso hialino, saprofito, perteneciente al filo

Ascomycota. Se encuentra formado por hifas hialinas septadas y puede tener reproduccion
sexual (con formacidn de ascosporas en el interior de ascas) y asexual (con formacion de

conidios).



6.3.1.1. Descripcion de la especie Aspergillus terreus.

Remo: Fungi
Filo: Ascomycota
Clase: Eurotiomycetes
Orden: Eurotiales
Familia: Aspergillaceae
Género: Aspergillus
Especie: Aspergillus terreus

Figura 2 Colonia de Aspergillus terreus

Nota: Hongo filamentoso creciendo en un medio de cultivo. Obtenida de lifeder (2009)

Dentro de los metabolitos secundarios producidos por A. terreus, destacan dos:
lovastatina y terrema. Ambos tienen propiedades bioactivas significativas con
aplicaciones en la industria farmacéutica. Lovastatina es un compuesto perteneciente a
la clase de las estatinas, farmacos utilizados principalmente para reducir el colesterol.

Dicho por Oyarzo (2025).



6.3.2. Género Penicillinum
Reino: Fungi

Filo: Ascomycota
Clase: Eurotiomycetes
Orden: Eurotiales
Familia: Aspergillaceae
Género: Penicillium

Especie: Penicillium conmune

Figura 3 Colonia de Penicillium conmune

| .

Nota: Crecimiento del organismo en medio de cultivo, dado por Inaturalist (2026)

Es una especie de hongo que se encuentra comiinmente en diversos alimentos y es
conocido por su papel en el deterioro de los mismos. Se caracteriza por crecer en sustratos

especificos y puede producir cambios visibles en la apariencia de los alimentos. Dado por
Pitt (2014).
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6.3.3. Género Fusarium
Reino: Fungi

Filo: Ascomycota
Subfilo: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium

Especie: Fusarium solani

Figura 4 Colonia de Fusarium solani

Nota: Muestras de crecimiento de la especie, dado por shutterstock (2021)

Esta especie es reportada como un organismo endofito. Ecoldégicamente se
desenvuelve en el ambiente degradando materia orgdnica. A su vez, es reconocido como un

fitopatdgeno importante causando infecciones en humanos bajo de terminadas condiciones.
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6.3.4. Genero Mucor
Reino: Fungi

Filo: Mucoromycota
Clase: Mucoromycetes
Orden: Mucorales
Familia: Mucoraceae
Género: Mucor

Especie: Mucor circinelloides

Figura S Colonia Mucor circinelloides

Nota: Adaptado Mucor cicinelloides, Lubbenhusenv, 2003, https://microchemlab.comymicroorganisms/mucor-

circinelloides/, (Lubbenhusen, 2003).

Son hongos filamentosos que presentas hifas cenociticas y esporangios que liberan
esporas asexuales. Se distribuyen por el suelo, materia vegetal en descomposicion y residuos
organicos. Efectian un roll importante como descomponedores de materia organica, no
obstante, es un reconocido patdogeno oportunista pudiendo causar mucormicosis en humanos

y animales, segun Fathy (2025).

6.3.5. Amplificacion del gen ITS2
La region Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2) forma parte del ADN ribosomal

nuclear y se localiza entre los genes 5.8S y 28S. Debido a su elevada variabilidad
mterespecifica y a la presencia de regiones conservadas que facilitan el disefio de cebadores

universales, ITS2 se ha consolidado como uno de los marcadores moleculares mas utilizados
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para la identificacién taxondémica y los estudios filogenéticos en plantas, hongos y otros
eucariotas (Thrmark et al., 2024).

La amplificaciéon de esta region mediante la reaccion en cadena de polimerasa (PCR)
permite obtener fragmentos de ADN adecuados para su posterior secuenciacion y
comparacion con bases de datos genéticos. Diversos han demostrado que ITS2 posee una alta
capacidad de discriminacién entre especies estrechamente relacionadas, superando en
muchos casos a otros codigos de barras moleculares utilizados en sistematica vegetal y
microbiologia molecular (Yao et al, 2010). De manera similar, la facilidad relativa para
amplificar y secuenciar esta region ha hecho que sea un marcador estdndar en estudios de
biodiversidad, autenticacion de especies y andlisis ecologico (Bhat et al., 2024). Ademas, la
region ITS2 ha resultado especialmente 1til para la identificacion rapida de hongos y en la
delimitacion de especies mediante andlisis filogenéticos y morfometria molecular,

convirtiéndose en una herramienta clave para investigaciones taxondmicas y ambientales.
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7. METODOLOGIA

7.1.AREA DE ESTUDIO
La zona de estudio, como se muestra en la figura, incluye el remante de manglar de

punta carnero cuyas coordenadas son (2.290065°S, 80.912048°W) (Figura 6)

Figura 6.Zona de estudio
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7.1.1. Ubicacion: El estero Punta Carnero esta ubicada en la parroquia José Luis Tamayo
del canton Salinas.

7.1.2. Tipo de muestreo: Aplicado

7.1.3. Seleccion del sitio: Se escogid un area de muestreo en especifico para la

colocaciéon de los cebos (figura 7). De acuerdo a la metodologia de (Panchana,
2009).

Figura 7. Punto de colocacion delos cebos
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7.2. FASE DE CAMPO

7.2.1. Preparacion y colocacion de cebos
1. Se seleccionaron ramas caidas de Rhizophora mangle, cortardas en segmentos de 15

cm de largo. (figura 8)
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Figura 8.Ejemplos de cebos naturales

2. Suyjetar los cebos con hilo o cuerda denylon y que este en contacto con el agua (figura
9)

Figura 9 Cebo sujetado

7.2.2. Periodo de exposicién y monitoreo
1. Mantener los cebos sumergidos durante un periodo de 30 dias, revisandolos

semanalmente para verificar su integridad.

2. Registrar parametros ambientales: Temperatura, pH, salinidad (Tabla 1).

Tabla 1.Registro de parametros ambientales optimos

Parametros ambientales Rango optimo
pH 8.40
Temperatura 33.9°C
Salinidad 7667 ppm
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7.2.3. Recoleccidn de las muestras

Conforme a la metodologia empleada por (Panchana, 2009), como esta previa a la

presentacion, se realizaron 4 muestreos para este estudio en el mes de mayo, comncidiendo

es con la transicion de una época lluviosa (invierno) auna época seca (verano) (Tabla 2).

Tabla 2.Bitdcora de muestreos

PERIDOS DE MUESTREO

Muestreo 1

Fecha

9 de mayo

Hora de micio

12:00 pm

Hora final

14:00 pm

Muestreo 2

Fecha

16 de mayo

Hora de micio

9:30 am

Hora final

12:00 pm

Muestreo 3

Fecha

21 de mayo

Hora de micio

13:00 pm

Hora final

15:00 pm

Muestreo 4

Fecha

Hora de micio

Hora final

1. Se extrajo los cebos con guantes estériles.

2. Colocar cada segmento en fundas zploc, etiquetados con fecha y hora.

3. Afadir una pequefia cantidad de agua del estero para mantener humedad. (figura 10)

17



Figura 10. Recolecciony transporte de cebos

7.3. FASE DE LABORATORIO
7.3.1. Preparacion de medios de cultivo

1. Preparar Agar Papa Dextrosa (PDA):
o Severtid agar PDA (13 gramos) en 200ml de agua destilada posteriormente

se agregd 4.5 gramos de NaCl (Cloruro de sodio).

659 ><1000ml _ 65g x 200ml _ 139
x 200ml 1000m!

o Para disolver la muestra se calentd en una estufa durante 30 min hasta que
la mezcla llegara su punto de ebullicion.

o Por consiguiente, se coloca mezcla homogenizada en la autoclave a 121°C
durante 15 min.

o Mantener la solucién caliente, adicionar 0.5 gramos del antibidtico
Penicilina y dispensar en cajas Petri estériles (anexo...) (word, 2020).

7.3.2. Aislamiento de microhongos

o Con pinzas y bisturi estériles, cortar fragmentos pequefios de los cebos (2-3cm).
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o Colocarlos sobre placas Petri, presionando ligeramente para asegurar contacto
durante 15 a 30 minutos.

o Incubar a 25-28 °C por 48 horas en cdmara o incubadora, Yy luego sellar con Parafilm.

o Observar crecimiento micelial (Delgado Alvares, 2017).

7.3.3. Extraccién vy analisis molecular

7.3.3.1. Laboratorio.

Cuando se requiera, el material genético se extrae de la muestra recibida utilizando
el método basado en columnas. La calidad y la cantidad del material genético se realiza
mediante  los métodos de gel de electroforesis y cuantificacion fluiorométrica
respectivamente. Con el material genético cualificado se procede a la amplificacion de la
region de interés que se especifica en el reporte, la union de adaptadores a ambos lados de
este o estos fragmentos generados, mediante el método de reaccion en cadena de la
polimerasa o PCR. Después de cada proceso de amplificacion se realiza una limpieza de los
fragmentos deseados mediante el método basado en perlas. La calidad y la cantidad de las
librerias preparadas se realiza mediante los métodos de gel de electroforesis y cuantificacion
fluiorométrica respectivamente. Una vez cualificadas las librerias estan son secuenciadas
usando el método de secuenciacion por sintesis de Illumina usando lecturas PE: 250x2. Los
analisis primarios de transformacion de imdgenes en secuencias genéticas o llamado de
variantes se realizan en el mismo instrumento bajo el software de propiedad de la misma

marca, generando los archivos BCL, como producto final (Illumina 1. ,2021).

7.3.3.2. Bioinformatica.

Los archivos Fastq, son sometidos a un proceso de calidad vy filtrado para garantizar
la clasificacién taxondmica, Para la clasificacion taxondémica se utiliza una implementacion
de un algoritmo de alto rendimiento del clasificador Ribosomal Database Project (RDP)
descrito en Wang Q. et al et al (http//dx.doiorg/10.1128%2FAEM.00062 -07) La base de
datos utilizada para fungi es UNITE Fungal ITS, basada en un conjunto de archivos FASTA
de: https//doiorg/10.15156/BI0/587475. UNITE general FASTA release. Version
01.12.2017. UNITE Community (Illumina, 2024).
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8. ANALISIS E INTERPRETACIONDE RESULTADOS

8.1. Aislacion y obtencion de cultivos axénicos de microhongos acuaticos
Durante el mes de mayo se realizO 4 monitoreos en la zona del estero de punta

carnero, en donde se recolectaron 2 cebos los cuales tuvieron mayor crecimiento micelar en

Sus cortezas externas.

Por consiguiente, se midieron pardmetros ambientales contribuyendo a las
condiciones fisico-quimicas del habitat. Los valores registrados correspondieron un rango de
temperatura (34,7°C-32.1°C) estos indican un entorno bastante calido, lo que puede estimular
su metabolismo, las fluctuaciones detectadas en la zona de muestreo sugieren una
temperatura relativamente estable. Con respecto, a la Salinidad (7778 ppm- 7556 ppm),
indica concentraciones elevadas, tipico de areas estuarinas de transicion de agua dulce y
salinas, esto constituye un factor determinante dado que no todos los organismos pueden
soportar altas concentraciones salinas. El pH registrado oscila entre (8.42-8.32) que indica
un ambiente ligeramente alcalino lo que puede afectar la disponibilidad de nutrientes vy el
crecimiento de los hongos acuéticos, por tanto, el pH es un indicador significativo para

entender la composicién fingica de las especies adaptadas al ambiente.

Se observd que el crecimiento micelar no fue uniforme en todos los aislamientos de
las cajas Petri, lo que da indicios de diferentes estructuras morfologicas entre los
microhongos obtenidos. Algunos aislamientos presentaron un desarrollo mas acelerado con
presencia de colonias con texturas algodonosas o filamentosas, mientras que otros
presentaron un crecimiento mas pausado con morfologia distinta. Esta variabilidad es
relevante, ya que demuestra la diversidad biologica presente en la muestra estudiada

sugiriendo que es el estero tiene una comunidad flingica variada. (figura 11).
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Figura 11.Crecimiento de colonias fiingicas

Al

Con lo que respecta a la interpretacion de estos resultados, se puede afirmar que
usar medios como PDA ayuda encontrar Y aislar microhongos acuaticos presentes en el
estero. La purificacion de las colonias proporcionando de material biologico sin
contaminacion, apto para analisis posterior.

21



8.2. Aplicacion de técnicas de secuenciacion de ADN para identificacion de especies
fingicas
Los resultados de la muestra PDA-001 indic6 una extraccion de ADN de buena

calidad, con una concentracion inicial de 64 ng/ul. de ADN no degradado. Asimismo, la

biblioteca de secuenciacion alcanzo una concentracion de 126 ng/pL y un tamafio promedio

de 500 pb, valores adecuados para el proceso de secuenciacion.

Respecto ala calidad de la secuenciacion, se obtuvo 81,54% de bases Q30, superando
el criterio minimo de aceptacion establecido (>70%). Ademds, se generaron 32 504 lecturas
lo que afirma una cobertura suficiente para la identificacion molecular de las especies

fingicas presentes en el andlisis de la region ITS2. (tabla 3)

Tabla 3.4nalisis de resultados ITS2

RESULTADOS

W\ DT e Nombre Libreria Secuencia

ID

Conc. Integridad Conc. Tamafio Q30 Lecturas

(ng/uL) (pb) (ng/pL) >
> 1500 pb 70%
26061601~ [N ¢ 64  DETECTADO 126 500 81.54 32504

001-ITS 001

Notas: Amplificacion del gen ITS2 regiones ITS86F: GTGAATCATCGAATCTTTGAA a
ITS4: TCCTCCGCTTATTGATATGC
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La figura 12 muestra las especies identificadas de microhongos por el medio de

secuenciacion de ADN. Destaca el dominio de Aspergilus como el taxon mas prevalente en

el medio, con menor abundancia se registrd otros géneros con baja representacion porcentual.

Por consiguiente, las especies restantes contiene una agrupacion de taxones que no se

lograron identificar.

Figura 12.Porcentaje de lecturas analizadas

. Aspergillus terreus 33630 (53.95%)
Aspergillus flavus 11776 (18.89%)

. Aspergillus tubingensis 9334 (14.97%)
Aspergillus niger 4244 (6.81%)

. Penicillium commune 784 (1.26%)
Fusarium solani 32 (0.05%)

. Mucor circinelloides 28 (0.04%)
Apiotrichum gracile 10 (0.02%)

. Naganishia cerealis 10 (0.02%)
Debaryomyces fabryi 8 (0.01%)
Remaining 6 (0.01%)
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La clasificacion taxondmica obtenida mediante secuenciacion ITS2 evidencid que la
comunidad flingica analizada estuvo compuesta exclusivamente por organismos
pertenecientes al reino Fungi, alcanzando un total de 62.340 lecturas. La composicion
especifica mostro una clara dommancia del género Aspergillus, siendo Aspergillus terreus la
especie mas abundante con 33.630 lecturas, seguida por A. flavus (11.776), A. tubingensis
(9.334) y A. niger (4.244). En contraste, Penicillium commune presentd0 Unicamente 784
lecturas. Estos resultados indican una estructura comunitaria caracterizada por una marcada
dommancia de pocas especies altamente adaptadas a las condiciones ambientales del estero,
lo que sugiere que los procesos de descomposicion de materia organica y reciclaje de
nutrientes estan siendo realizados principalmente por especies del género Aspergillus (tabla
4)

Tabla 4.Taxonomia de lecturas clasificas

superkingdom phylum class order family  genus species

Penicillium commune (784)

Aspergillus tubingensis (9334)

Aspergillus niger (4244)

Aspergillus terreus (33.630)

Aspergillus flavus (11.776)
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8.3. Abundancia relativa y composicion de los microhongos acuaticos
La secuenciacion registrada en la figura 13 representa el nimero de lecturas asignadas

a cada especie. Se puede detectar un mayor nimero de lecturas respecto a otras, sefalando

diferencia en su representacion dentro de la comunidad fingica analizada.

Figura 13.4bundancia molecular
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8.4. Abundancia relativa de las especies de microhongos acuaticos detectadas en el

estero de Punta Carnero.

La visualizacién de la figura 14 permite comparar la proporcion que ocupa cada

especie dentro de la comunidad fingica de la zona de muestreo, contribuyendo a la

identificacion de especies predominantes.

Figura 14 .Abundancia relativa
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8.5. Analisis de indices ecologicos
La tabla 4 con los indices ecologicos calculados indica que Shannon-Weaver muestra

Abundancia relativa (%)

resultados de H'=1.191 lo que sugiere que hay una diversidad moderada conformada por

varias especies, aunque su distribucidén no es completamente uniforme. A la vez, el indice de
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Simpson revela datos de 1-D = 0.616 afirma wuna diversidad moderada y recalca la
probabilidad mtermedia que dos lecturas seleccionadas al azar sean de especies diferentes.
Mientras el indice de Pielou sefala valores de J' = 0,497 evidencia una baja uniformidad en
la distribucion de la equidad entre las especies identificadas, lo que refleja que algunas
especies presentan una mayor representacion que otras. Por tltimo, el indice de Dominancia
presento un valor D =0,384 lo que muestra una dominancia moderada, este resultado sugiere
que la comunidad presenta una distribucion de abundancias relativamente homogénea, sin

que una sola especie predomine de forma significativa sobre las demas (Figura 15).

Tabla S .Especies identificadas de la muestra PDA-001

Filter
“ Organismo Rango Tax_ID Porcentaje_clasificado Porcentaje_total Reads Reads_con_descendi Abundancia_relativa
1 Aspergillus terreus species 33178 53.95 5173 33630 33630 56.17921219
2 Aspergillus flavus species 5059 18.89 18.11 11776 11776 19.67191206
3 Aspergillus tubingensis species 5068 1497 1436 9334 9334 15.59252948
4 Aspergillus niger species 5061 6.81 6.53 4244 4244 7.08963950
5 Penicillium commune species 36653 1.26 1.21 784 784 1.30967893
6 Fusarium solan species 169388 0.05 0.05 32 32 0.05345628
7 Mucor circinelloides species 36080 0.04 0.04 28 28 0.04677425
8 Apiotrichum gracile species 82516 0.02 0.02 10 10 0.01670509
9 Naganishia cerealis species 610337 0.02 0.02 10 10 0.01670509
10 Debaryomyces fabry species 58627 0.01 0.01 8 8 0.01336407
11 Apiotrichum sporotrichoides = species 82526 0.01 0.01 6 6 0.01002305
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8.6 Composicion relativa
Resumen visual en porcentaje de la comunidad molecular correspondiente a los

taxones dommantes y cuinto representan las especies raras agrupadas en la categoria de

“Otros”. Esta demostracién facilita la visualizacion de la estructura general de la comunidad
fingica (Figura 16).

Figura 16 .Composicion relativa

Composicion relativa de microhongos acuaticos

Especie

B Asperillus flavus (11776 reads; 19.7%)
- Aspergillus niger (4244 reads; 7.1%)

. Aspergillus terreus (33630 reads; 56.2%)
. Aspergillus tubingensis (9334 reads; 15.6%)
B otros (103 reads: 0.2%)

- Penicillium commune (784 reads; 1.3%)
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8.7 Curva rango-abundancia de microhongos acuaiticos
La pendiente de la curva permite observar la distribucion de las abundancias dentro

de la comunidad, lo cual muestras, una caida muy pronunciada que se interpreta como una

0 pocas especies concentran casi todas las lecturas (Figura 17).

Figura 17 .Curva rango-abundancia
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9. DISCUSIONES

La presente mnvestigacion facilito la identificacion molecular de las comunidades de
microhongos presentes en el estero de Punta Carnero, utilizando cebos de Rhizophora
mangle, aislamiento en medios PDA y secuenciacion de la region ITS2. Los resultados
mostraron que las condiciones del estero incentivan el establecimiento de una comunidad
fingica, donde las especies mais predommantes son las del género Aspergilus. Cuyos
parametros ambientales indicaron temperaturas entre 32,1 — 34,7 °C, salnidad que oscild
entre 7556 ppm — 7778 ppm y los niveles de pH entre 8,32 — 8,42, factores que demuestran
un entorno calido, ligeramente alcalino y con influencia de agua de mar. Desde la perspectiva
de Grossart (2019), se menciona que los microhongos son esenciales para el proceso de
reciclaje de nutrientes y la descomposicion de materia orgdnica, adaptandose a cambios
ambientales significativos. De la misma manera, Bonito (2024) expresa que los hongos
relacionados con estos ecosistemas estuarinos tienen una notable capacidad para colonizar

materiales y sostener los procesos ecologicos vitales en estas zonas.

El crecimiento micelial observado sobre los cebos confrmé la efectividad de la
metodologia utilizada para promover la colonizacion de especies fungicas acuaticas. Los
cebos seleccionados mostraron un notable crecimiento en la corteza externa, un rasgo que
coincide con lo descrito por (Alvarez, 2019) donde describe que estos organismos suelen
desarrollarse inicialmente en estas zonas superficiales de la madera. Ademas, las diferencias
observadas en la tasa de crecimiento, color y textura de las colonias cultivadas en PDA
indican la presencia de varios grupos taxondémicos en la comunidad estudiada. Estas
variaciones morfologicas concuerdan con lo reportado por Alpuche-Gonzilez (2025), quien
mndic6 que los aislados del ambiente natural muestran una amplia diversidad fenotipica.

Ademas, la obtencion de cultivos axénicos confirmé que el PDA suplementado con NaCl

promueve su desarrollo.

La muestra denominada PDA-001 mostr6 una concentracion inicial de ADN de 64
ng/uL, una biblioteca de secuenciacion de 126 ng/puL. y un tamafio promedio de 500 pb. La
calidad de la secuencia alcanzd el 81,54% de bases Q30, superando el umbral recomendado
para estudios metagendmicos. Se obtuvieron 32.504 lecturas, lo que permitid la clasificacion

taxondmica de los organismos presentes. Estos resultados indican que los procedimientos de
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extraccion, amplificacidon y secuenciacion fueron suficientes para garantizar la validez de los
analisis posteriores. Segun Alpuche-Gonzalez (2025), la secuenciacion de regiones ITS es
actualmente el método mas importante para la identificacién molecular de hongos debido a
su alta resolucion. Por otro lado, Bonito (2024) destaca que los métodos de secuenciacidn
ambiental han revolucionado el estudio de los hongos acudticos, ya que permiten identificar
organismos que no pueden cultivarse mediante métodos convencionales, y asi ampliar el

conocimiento de la diversidad de hongos en el medio natural.

La clasificacion taxondmica obtenida mediante secuenciacion mostrd una comunidad
dommada por especies del género Aspergillus. En la composicion observada, Aspergillus
terreus destacd como la especie mas comin, seguida de A. flavus, A. tubingensis y A. niger.
Este patron es consistente con varios estudios realizados en ambientes costeros y marinos,
donde las especies de Aspergilus a menudo se identifican como los elementos mas

mportantes del microbiota debido a su capacidad para soportar duras condiciones de

salinidad, temperatura y nutrientes.

. Bonito (2024) sefala que las especies de Aspergillus y Penicillium son algunas de
las mas comunes en asociaciones con macroalgas y sustratos costeros, gracias a su habilidad
para descomponer compuestos complejos que provienen de la materia orgdnica vegetal. De
igual forma, (Ricardo, 2020) indica que los hongos sapréfitos juegan un papel crucial en la
descomposicion inicial de restos de plantas, lo que luego favorece el trabajo de bacterias y
otros microorganismos en los ciclos de biogeoquimica. Este comportamiento ecologico
podria justificar la alta frecuencia de especies de Aspergillus encontradas en los cebos de

Rhizophora mangle utilizados durante la investigacion.

La distribucion de abundancia observada reveld que Aspergillus terreus constituyod
cerca del 56,18 % de la totalidad de la comunidad fingica identificada, mientras que 4. flavus
v A. tubingensis alcanzaron respectivas proporciones del 19,67 % y 15,59 %. Estas tres
especies, al unirse, acumularon mas del 90 % de las lecturas obtenidas, lo que indica una
notable disparidad en la distribucioén de abundancias. Por otro lado, especies como Fusarium
solani, Mucor circinelloides, Debaryomyces fabryi, Naganishia cerealis, Apiotrichum
gracile y Apiotrichum sporotrichoides mostraron porcentajes mucho mas bajos. La

coexistencia de especies prevalentes y aquellas de escasa abundancia concuerda con lo que
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menciona Bonito (2024), quien indica que las comunidades flingicas acuaticas tienden a tener
estructuras muy jerarquicas donde unos pocos taxones retinen la mayoria de las secuencias

detectadas.

Los indices ecologicos calculados permitieron corroborar la estructura comunitaria
observada en los analisis de abundancia. El indice de diversidad de Shannon-Weaver (H’ =
1,191) evidenci6 una diversidad moderada, ndicando que la comunidad esta integrada por
varias especies, aunque con diferencias marcadas en su representatividad. Este resultado
coincide con la deteccion de numerosos taxones mediante secuenciacion molecular y con el
claro predominio de Aspergillus terreus. De manera complementaria, el indice de Simpson
(I-D = 0,616) reflejo0 una probabilidad mtermedia de seleccionar dos individuos
pertenecientes a especies diferentes al azar, lo que confirma la existencia de una diversidad
moderada dentro del ecosistema. Sin embargo, el indice de equidad de Pielou (J° = 0,497)
reveld una distribucion poco uniforme de las abundancias, sugiriendo que las especies
identificadas no participan de forma equilibrada en la conformaciéon de la comunidad. Del
mismo modo, el indice de dommancia (D = 0,384) ndic6 que determinados taxones ejercen
una influencia considerable en la composicion general del ensamblaje fingico. Estos
resultados guardan concordancia con el grafico de composicion relativa y con la curva de
rango-abundancia, cuya marcada pendiente refleja que un grupo reducido de especies
concentra la mayor parte de las lecturas obtenidas. De acuerdo con Bonito (2024), este
comportamiento es caracteristico de comunidades acuaticas sometidas a presiones
ambientales selectivas, donde Ila coexistencia de numerosos taxones no implica

necesariamente una distribucién homogénea de sus abundancias.

En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que el estero de Punta Carnero alberga
una comunidad de microhongos acuaticos con una diversidad taxondomica moderada, en la
que destacan especies pertenecientes al género Aspergillus. La integracion de los diferentes
métodos de aislamiento, los andlisis moleculares, la evaluacion de la abundancia relativa y
los indices ecologicos evidencia que la estructura y diversidad de esta comunidad estan
determinadas tanto por las condiciones ambientales propias del ecosistema estuarino como
por la capacidad de ciertos taxones para colonizar y degradar la materia organica procedente
del manglar. Por lo tanto, la hipotesis formulada es aceptada en parte, ya que se encontrd una

comunidad que incluye varias especies de microhongos acuaticos; no obstante, la gran
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dominancia de Aspergillus terreus y otras especies relacionadas afecta la equidad de la

comunidad y disminuye el grado de diversidad efectiva en el ecosistema analizado.
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10.CONCLUCIONES

Se logr6 aislar exitosamente microorganismos flingicos presentes en el estero de

Punta Carnero mediante el uso de cebos de Rhizophora mangle y medio de cultivo
PDA suplementado con NaCl De los cebos obtenidos, dos mostraron un crecimie nto
micelial claro sobre la superficie externa, lo que permitid la recoleccion de colonias
puras para andlisis molecular posterior. Las variaciones notadas en la morfologia,
textura y velocidad de crecimiento de las colonias indicaron la existencia de diversos
grupos de microhongos vinculados al ecosistema estuarino. Por otro lado, los
aislamientos se desarrollaron en condiciones ambientales con temperaturas entre 32,1
y 34,7 °C, pH de entre 8,32 y 8,42 y salinidades desde 7556 hasta 7778 ppm, lo que
evidencia la capacidad de estos organismos para prosperar en ambientes calidos,
ligeramente alcalinos y con influencia marina.

La aplicacion de técnicas de secuenciacion dirigidas a la region ITS2 hizo posible la
identificacion molecular de las especies de microhongos presentes en la muestra
analizada. El ADN obtenido presentd una calidad adecuada para el desarrollo del
estudio, con una concentracion micial de 64 ng/ul, una concentracion de biblioteca
de 126 ng/uL y un tamafio promedio de fragmento de 500 pb. Asimismo, el proceso
de secuenciacion alcanzd un 81,54 % de bases con calidad Q30 y generdé un total de
32 504 lecturas validas, garantizando una asignacidon taxonomica confiable. Los
resultados revelaron una marcada predominancia de especies pertenecientes al género
Aspergillus, entre ellas Aspergillus terreus, A. flavus, A. tubingensis y A. niger.
Ademas, se identificaron otros taxones menos frecuentes, como Fusarium solani,
Mucor circinelloides, Naganishia cerealis, Apiotrichum gracile, Apiotrichum
sporotrichoides y Debaryomyces fabryi. Estos resultados demuestran la utiidad y
precision de las herramientas moleculares para la caracterizacion de la diversidad
fingica en ecosistemas estuarinos.

Los estudios tanto estadisticos como ecologicos evidenciaron que la comunidad de
hongos acuaticos en el estero de Punta Carnero estd conformada por unas pocas
especies dominantes. La proporcion de abundancia reveld que Aspergillus terreus fue
la especie mas abundante, representando el 56,18 % de las lecturas, seguida por
Aspergillus flavus (19,67 %), Aspergillus tubingensis (15,59 %) y Aspergillus niger

35



(7,09 %), las cuales en conjunto superan el 98 % de la comunidad identificada. Los
indices ecologicos indicaron una diversidad moderada (H' = 1,191), una probabilidad
media de hallar diferentes especies (1-D =0,616), una baja equidad en la distribucion
de las abundancias (J' = 0,497) y una dominancia media (D = 0,384). Ademas, la
curva de rango-abundancia demostrd una caida significativa entre los taxones mas

comunes y los menos frecuentes, confirmando que la comunidad de hongos esta

mayormente conformada por especies dominantes del género Aspergillus.
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11.RECOMENDACIONES
Debido a que la comunidad fingica estuvo dommada principalmente por Aspergillus

terreus 'y presentd una diversidad moderada, se recomienda ampliar el area y la
frecuencia de muestreo para determinar si este patron se mantiene en diferentes
sectores y estaciones del afio del estero.

Considerando la elevada abundancia de Aspergillus terreus, A.flavusy A. tubingensis,
se recomienda realizar estudios enfocados en su capacidad de degradar materia
organica y participacion en el reciclaje de nutrientes dentro del ecosistema de
manglar.

Dado que los indices ecoldgicos sugieren la presencia de especies poco representadas
y potencialmente no detectadas mediante cultivo, se recomienda incorporar analisis
de metagendmica ambiental para obtener una caracterizacion mds completa de la

diversidad fingica del estero.
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13.ANEXOS

Anexo 1.Muestreo 1, recolecciony colocacion delos cebos

Anexo 2.Medicion de parametros: salinidady temperatura




Anexo 3.Muestreo 2, observacion de crecimiento micelar

Anexo 4 .Toma de pardametros: pH y temperatura




Anexo 5 .Preparacion del Agar Papa Dextrosa (PDA)

Anexo 6 .Homogenizacion del agar hasta su punto de ebullicion




Anexo 7 . LLenando las cajas petri con la mezcla
homogenizada




Anexo 9 .Fijaciéon de los fragmentos de cebo en los medios de cultivo

Anexo 10 .Crecimiento fiingico de la muestra




Anexo 11 .Crecimiento micelar de las muestras

VI



Tabla 6 Datos secuenciados de las especies
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rm{1ist=1s())

getwd()

setwd("C: /Users/Sebastian/Desktop/")
Tibrary(readxl)

datos <- read_excel("microhongos.xlsx",

sheet = "Sheetl")

names (datos)
View(datos)
names (datos)[1:7] <- c(

)

Rango
HTaX_ID“ )
"Porcentaje_clasificado”,
"Porcentaje_total",
"Reads",
"Reads_con_descendientes’

"Organismo”,

m

names (datos)

Tabla 7 Abundancia Molecular
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mutate(
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).

Porcentaje_total = as.numeric(
str_replace(
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VI



Tabla 8 Abundancia relativa

bl
62
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/1
72
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77

arrangeldescikeads))

especies <- especies %%
mutate(
Abundancia_relativa = Reads / sum(Reads) * 100
) %%
arrange(desc(Reads))

resumen_general <- data.frame(
Reads_totales = sum(especiesfReads),
Riqueza_especifica = n_distinct(especiesiOrganismo),
Especie_dominante = especies$Organismo[

which.max(especiesiReads)

] L]
Reads_especie_dominante = max(especiesfReads),
Porcentaje_dominante = max(especiesfabundancia_relativa)

VI



Tabla 9 Indices ecoldgicos

79  resumen_general

80

81 abundancias =- especiesfReads
82

83 riqueza <- sum(abundancias = 0)
84

85 shannon <- diversity(

B6 abundancias,

87 index = "shannon"

88 )

89

90 simpson =- diversity(

91 abundancias,

92 index = "simpson”

93 )

94

95 dominancia =- 1 - simpson
96

97 pielou < ifelsel(

98 rigueza = 1,

99 shannon / log(riqueza),
100 NA
101 )
102
103 dindices <- data.frame(
104 Rigueza = riqueza,
105 shannon = shannon,

106 Simnson 1 N = simnson.



Tabla

11z
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10 Composicion relativa

ggplot(
especies,
aes(
x

¥

reorder(Organismo, Reads),
Reads

)
)+
geom_col() +
geom_text(
aes(label = Reads),
hjust = -0.15,
size = 3

] +
coord_flip() =+
expand_Timits(

v = max(especiesiReads) * 1.15%
labs(
title = "Abundancia molecular de microhongos acuaticos",
subtitle = "Lecturas clasificadas a nivel de especie"”,
x = "Especie”,
y = "Numero de lecturas"
theme_classic() +
theme
plot.title = element_text(
- M T A

11 Curva rango-abundancia

EE
especies,

aes(
X
Y
)
)+
geom_col() +
geom_text(
aes (label = Reads),
hjust = -0.15,
si1ze = 3

reorder(0Organismo, Reads),
Reads

) o+
coord_flip() +
expand_Timits(
y = max(especies$Reads) * 1.15
)
Tabs (
title = "Abundancia molecular de microhongos acuaticos",
subtitle = "Lecturas clasificadas a nivel de especie”,
x = "Especie",
y = "Numero de lecturas"

theme_classic() +
theme
plot.title = element_text(
face = "bold",
hjust = 0.5

plot.subtitle = element_text(



Anexo 12 Reporte de secuenciacion NGSN: 26061601

L

Cecien: 25061501 = _}r
Fecho: 1007/ 2004 ' HII]SEQUEI'IEE

Pagina: 1 de 1
REPORTE DE SECUENCIACION NGS N: 26061601
1. INFORMACION BE CLENTE

Clwrfa: LI&RY COROHEL Ciudod: SARTA ELEHA
Imifftecibne LPSE Musrkar 1

Tewlorz: s IPIFHIETTID Eecepciin: 1AF0E 0TS
Coameaa: omcchi@ldéigenoid . com

2. ANALISE EEAUTADC:

E aordlia: de b mcusncooon ganalico ncuye: Amplicocicon del gen 1& dal ARH ribmomal mgiorss ¥3-%4: 341F
COTADGEGRGEOWEOAL o B0OR: GACTACHWGGGTATCIAATCC., A-gllicocion del gan M2 megonm TR
GIGAATC AT GAAPCITIGAS o M FOCTOOGOTTATTGATATSE

3. RESULTADOE:
MUESTRA LsEEEiA SECUEH CLACRIS
MLESTRA 1D HORERE daod |ph =12
Conc. Irriesgri ipb} I:bl:lﬂ. 1a a
[T w1500 pl [ngipl) — = 70N e
e |0 D00 -TE FOL&-O0 g OETECTADD: b 2 2724 13 M
A, INTERFRETACION:
Fsaloodo por Validado por
Ly Urrnia Fooka & sudills
Inganmo an Bolscrcloga Sicoquimica Formaocautica
HOSEGUENMCE LA 5 HOSEGUERCE 5.A.%

OO 2 BT e e T e T Tt B e o iy ] Cluimssadorasiyaa y By Allane | Ouno - Bouader

Xl



