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1.- Resumen

Los hongos constituyen un grupo mega diverso de microorganismos eucariotas con
una amplia importancia ecoldgica, médica e industrial, debido a su participacién en procesos
de descomposicion, reciclaje de nutrientes o la produccién de metabolitos de interés
biotecnologico. Estos se clasifican en funcién de su estructura y crecimiento. Por lo que,
resulta indispensable contar con metodologias confiables para su aislamiento, conservacion
e identificacion, que permitan asegurar la viabilidad de las cepas y la correcta asignacion
taxondmica, asi como su posterior aprovechamiento en estudios cientificos y aplicaciones
tecnolégicas. El presente trabajo tuvo como objetivo la caracterizacion morfoldgica, fisiologica
y molecular de nueve aislados fungicos provenientes de diferentes fuentes, incluyendo

bebidas fermentadas, muestras ambientales, suelos y pacientes con diagnéstico clinico.

La identificacion morfolégica se realiz6 mediante la evaluacion macroscépica de
colonias cultivadas en Agar Papa Dextrosa y Agar Sabouraud, considerando caracteristicas
como color, textura, borde, topografia, pigmentacién y velocidad de crecimiento. De manera
complementaria, se llevé a cabo el analisis microscopico para la observacion de estructuras
diagnésticas tales como conidios, fidlides y conidiéforos. La caracterizacion fisioldgica incluyé
la captura del patrén de crecimiento y cobertura colonial bajo condiciones controladas de
incubacién. Para la identificacién molecular, se extrajo ADN gendmico de los aislados y se
amplifico la region ITS del ADN ribosomal mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Los productos de amplificacion obtenidos presentaron tamafios comprendidos entre
500 y 600 pares de bases, concordantes con los rangos reportados para los géneros y
especies analizados. Asimismo, se implementaron diferentes métodos de conservacion a
corto y largo plazo, incluyendo mantenimiento en medio sélido, agua destilada estéril y agua

glicerinada, con el fin de preservar la viabilidad y estabilidad de las cepas.

Los resultados obtenidos demostraron que la integracién de enfoques morfoldgicos,
fisioldgicos y moleculares permiten una identificacién confiable de los aislados flingicos y una
adecuada conservacién de los mismos. Este trabajo proporciona bases solidas para el
establecimiento de colecciones fungicas de referencia y contribuye al fortalecimiento de
estudios posteriores en areas como micologia aplicada, biotecnologia, control biolégico y

salud.

Palabras clave: Hongos, caracterizacion morfologica, identificacion molecular, region ITS,

conservacion de cepas.

Summary



Fungi constitute a megadiverse group of eukaryotic microorganisms with broad
ecological, medical, and industrial importance due to their role in decomposition processes,
nutrient recycling, and the production of metabolites of biotechnological interest. They are
classified according to their structure and growth. Therefore, reliable methodologies for their
isolation, preservation, and identification are essential to ensure strain viability and correct
taxonomic assignment, as well as their subsequent use in scientific studies and technological
applications. The present work aimed to characterize the morphology, physiology and
molecular structure of nine fungal isolates from different sources, including fermented

beverages, environmental samples, soils and patients with clinical diagnosis.

Morphological identification was performed by macroscopic evaluation of colonies
grown on Potato Dextrose Agar and Sabouraud Agar, considering characteristics such as
color, texture, border, topography, pigmentation, and growth rate. Microscopic analysis was
also performed to observe diagnostic structures such as conidia, phialides, and conidiophores.
Physiological characterization included capturing the growth pattern and colonial coverage
under controlled incubation conditions. For molecular identification, genomic DNA was
extracted from the isolates, and the ITS region of ribosomal DNA was amplified by polymerase
chain reaction (PCR). The resulting amplification products ranged in size from 500 to 600 base
pairs, consistent with the ranges reported for the genera and species analyzed. In addition,
different short- and long-term preservation methods were implemented, including
maintenance in solid medium, sterile distilled water, and glycerinated water, to preserve the

viability and stability of the strains.

The results obtained demonstrated that integrating morphological, physiological, and
molecular approaches allows for the reliable identification of fungal isolates and their proper
preservation. This work provides a solid foundation for establishing reference fungal
collections and contributes to strengthening future studies in areas such as applied mycology,

biotechnology, biological control, and health.

Keywords: Fungi, morphological characterization, molecular identification, ITS region, strain

preservation.

2.- Introduccion

Los hongos constituyen un grupo mega diverso de organismos eucariotas
pertenecientes al reino Fungi, caracterizados por poseer una pared celular compuesta de
quitina, reproducirse por esporas y nutrirse por absorcién (Alexopoulos, et al.,1996). Estos

desempefan un papel ecoldgico fundamental como descomponedores, simbiontes vy



patdgenos, y abarcan una amplia gama de formas, desde los mohos hasta las levaduras. En
funcién de su estructura y modo de crecimiento, se clasifican principalmente en hongos
filamentosos y levaduriformes. Los primeros desarrollan grandes grupos de hifas que
conforman un micelio visible, con reproduccién mediante conidios o esporas asexuales,
mediante la fusién de hifas compatibles y la germinacion de esporas; los segundos son
unicelulares que se multiplican por gemacion o fisién y, en algunos casos, pueden formar
seudohifas o transicionar a formas dimorficas como lo son pseudo hifas, hifas verdaderas
como lo es en el caso del género Candida o artroconidios en el caso del género Trichosporon
(Deacon, 2006; Medvedeff, et al. 2008).

En el ambito de la biologia molecular, la conservacion de hongos es un proceso
esencial para mantener la viabilidad, estabilidad genética y caracteristicas fenotipicas de las
cepas a lo largo del tiempo. Su correcta preservacion garantiza la reproducibilidad
experimental y la integridad de los estudios genéticos, fisioldgicos y taxonémicos (Smith y
Ryan, 2012). Histéricamente, la conservacion de hongos ha evolucionado desde los primeros
cultivos en medios simples en el siglo XIX hasta el desarrollo de métodos de liofilizacion y
criopreservacion durante el siglo XX, siendo los métodos mas empleados la refrigeraciéon en
medios solidos, la conservacién en agua destilada (método de Castellani), la liofilizacion y la
criopreservacion en glicerol o DMSO a bajas temperaturas. Siendo que cada técnica ofrece
ventajas especificas segun la duracion deseada, desde el mantenimiento temporal hasta la
conservacion a largo plazo en bancos de cepas. (Humber, 1997; Ryan y Smith, 2014). Como
lo es el caso de Aspergillus niger que se mantiene eficazmente mediante el uso de glicerol a
—-20 °C 0 DMSO a -80 °C (Merheb et al., 2022). Alternaria alternata y Akanthomyces lecanii
por su parte conservan alta viabilidad gel silice o granos de cereal, ademas del uso de glicerol
para esta ultima (Tariq, 2015; Bermeo y Castro, 2021). Candida tropicalis se preserva en agua
destilada y aceite mineral (Panizo et al., 2005), mientras que Epicoccum nigrum, Penicillium
chrysogenum y Trichosporon asahii pueden almacenarse en APD o SDA a 4 °C para corto

plazo, en agua destilada para mediano, y por liofilizacion para largo plazo (Capriles, 1989).

Por otra parte, la identificacion de hongos ha seguido una trayectoria similar de
perfeccionamiento. Inicialmente basada en criterios morfolégicos como el color, textura, tipo
de conidios y estructuras reproductivas observables en microscopia, complementada en el
siglo XX con estudios fisiologicos que evaluaron el metabolismo, la tolerancia ambiental y la
actividad enzimatica (Kirk, et al., 2008). Con la incorporacion de la biologia molecular en las
décadas recientes, se introdujeron técnicas de amplificacion y secuenciacién de ADN,
empleando regiones como el ITS (Internal Transcribed Spacer), el gen del factor de

elongacioén (TEF1-a) y otros marcadores ribosomales (White, et al., 1990; O’Donnell, 2015).



Estos métodos han permitido establecer relaciones filogenéticas precisas y redefinir

numerosas especies fungicas.

En conjunto, el estudio, conservacién e identificacion de hongos representan pilares
fundamentales para la investigacion bioldgica y biotecnoldgica. Su correcta caracterizacion
no solo contribuye al conocimiento de la diversidad microbiana, sino que también posibilita su
aplicacion en campos como la medicina, la agricultura, la industria alimentaria y la
bioremediacion (Hulvey, et al., 2019). Por lo que, comprender sus métodos de preservacion
y su identificacion mediante enfoques morfologicos, fisioldgicos y moleculares garantiza la

continuidad y fiabilidad de las investigaciones micoldgicas contemporaneas.

3.- Objetivos

Objetivo General
Realizar la conservacion, identificacion morfolégica, fisiolégica y molecular de hongos
filamentosos y levaduriformes, a fin de ampliar el conocimiento sobre su diversidad y

potenciar sus aplicaciones en biotecnologia y salud publica.

Objetivos Especificos

1. Realizar la identificacién morfolégica mediante técnicas microscopicas y analisis de
caracteristicas fenotipicas (morfologia de colonias y morfologia celular).

2. Determinar el perfil fisiolégico de las cepas mediante ensayos de crecimiento y analisis
de la respuesta a variables ambientales (temperatura, nutrientes).

3. Implementar técnicas moleculares como: extraccion de ADN, PCR, secuenciacion de
marcadores genéticos como ITS para una identificacién preliminar de los aislados
estudiados.

4. Conservar muestras representativas de hongos filamentosos y levaduriformes
provenientes de diversas fuentes, utilizando técnicas como la preservacion.

5. Integrar la informacion morfoldgica, fisiologica y molecular de los aislados estudiados
y realizar una busqueda bibliografica sobre el potencial biotecnoldgico y en salud

publica de las especies identificadas.

4.- Metodologia aplicada

4.1 Aislados

Se utilizaron nueve aislados fungicos obtenidos de diversas fuentes, entre ellas: pozol,

una bebida fermentada (n = 2), muestras ambientales (n = 4), suelos (n = 1) y de pacientes



con diagndstico clinico de esporotricosis (n = 2). Estos aislados pertenecen a la coleccion de
hongos del Laboratorio de Micologia Basica, Departamento de Microbiologia y Parasitologia,
Facultad de Medicina, Universidad Nacional Auténoma de México, UNAM, y en la Coleccion
Federal Mundial de Cultivos (WFCC) como BMFM-UNAM 834. Para su uso experimental, los

aislados fueron previamente aislados mediante cultivo in vitro.
4.2 Fase de identificacion fenotipica:
4.2.1 Macromorfologia

Cultivo de monospdricos:

Se realizé la siembra de los aislados en tubos de ensayo con medio de APD (Agar,
Papa y Dextrosa) (método de preparacién ubicado en Anexo 1) y aquellos con crecimiento
levaduriforme fueron incubados a 37 °C por 5 dias, mientras que los de crecimiento
filamentoso fueron incubados a 28 °C por 5 dias. Una vez concluida la incubacion, se realizd
el ajuste de una suspension inicial de 1 x 10° conidios/1 mL en Tween 80 al 0.5 % de cada
aislado con la camara de Neubauer, hasta obtener una suspension de suspension de 500
conidios/1 mL. La técnica empleada en la elaboracién de la suspensiones consistio en afiadir
individualmente 2 mL de 1 mL en Tween 80 al 0.5 % al tubo de cultivo, y con ayuda de un
ayuda de un asa bacterioldgica se suspendio tanto el micelio reproductivo como la mayor
cantidad de micelio vegetativo posible. Conforme al célculo efectuado, esté se realiz6 acorde

a la siguiente férmula:
nx10*x 10"

n : Conidios observados en la camara de Neubauer
104 : Factor de la camara de Neubauer

10" : Factor de dilucién

Posteriormente, se inocularon 50 pL de la suspension final en cajas Petri con medio
APD, mediante siembra por extension, y se incubaron durante 48 h a 37 °C para los aislados

levaduriformes y a 28 °C para los aislados filamentosos.

Tras el periodo de incubacidn se seleccion6 a las colonias resultantes
cuidadosamente en cuadrantes de 5 mm con un bisturi de hoja recta en cajas Petri con medio
de APD, incubando nuevamente a 37°C en caso de las levaduras y 28°C los filamentosos.
Elaborando duplicado de cada aislado y revisando constantemente para constatar la

aparicion de una sola colonia a partir del segmento cortado durante 7 dias.



Posteriormente, se elaboré una caracterizacién de la macromorfologia de cada
especie utilizando como guia el Repertorio de Micologia de The University of Adelayde
ubicado en la pagina web de la misma institucion (The University of Adelayde, 2025) y lo
mencionado por Gomez y Félix (2022) en el Atlas de Hongos Filamentosos y Levaduriformes,
teniendo en cuenta los siguientes criterios: la simetria del cultivo, color del micelio, textura
(algodonosa, aterciopelada, pulverulenta o gelatinosa), aspecto (plano, rugoso, plegado,
elevado, crateriforme o convexo), bordes (regulares, lobulados o difusos), produccion de
pigmentos difusibles en el medio y la produccion de exudados o gotas sobre la superficie.
Sumado a ello, se tomd el area promedio de cada muestra de acuerdo a las siguientes
féormulas. Ademas, se realiz6 el registro fotografico de cada uno de los aislados con una
camara FNE-NXO.

Para muestras circulares:

Area =1 x r2

Para muestras ovaladas:
A=m*a*b
A : area
m: 3.1416

a : radio de la longitud mas extensa

b : radio de la longitud menos extensa
4.2.2 Micromorfologia
Cultivo y analisis microscépico:

Los aislados se sembraron en cajas Petri con medio APD y se incubaron a 28 °C
durante cinco dias. En el caso de los aislados ambientales, fueron sembrados tanto en cajas
Petri como tubos de ensayo, de igual manera a 28 °C durante cinco dias. Posteriormente se
observaron las caracteristicas morfolégicas coloniales de cada cultivo utilizando como guia el
Repertorio de Micologia de The University of Adelayde ubicado en la pagina web de la misma
institucion (The University of Adelayde, 2025), teniendo en cuenta las estructuras
morfoldgicas mas informativas de cada género como: conidios (pigmentados en Alternaria y
Epiccocum; blastoconidios en Candida y artroconidios en Trichosporon) (Ellis, 1971; Sugita,
et al., 2002; Kurtzman, et al., 2011; Woudenberg, et al., 2015), fidlides (Metarhizium, Isaria 'y
Akanthomyces) (Bischoff, et al., 2009; Kepler, et al., 2017). y conidioforos (Asperqillus y

Penicillium) (Pitt y Hocking, 2009; Samson, et al,. 2014). La observacion se realiz6 mediante



examinaciones directas de cada muestra en un microscopio binocular Olympus CH2, bajo
una tincién con azul de algodén (Azul de Lactofenol, HYCEL, México). Se realizo el registro

fotografico de cada uno de los aislados con una camara FNE-NX9.
4.3 Fase de evaluacion fisiologica:
4.3.1 Temperatura

Se llevd a cabo la inoculacién de las muestras en cajas Petri con medio de APD y
Agar Sabouraud (SDA) (método de preparacion ubicado en Anexo 1) a 28 °C y 37 °C. La
técnica de inoculacion empleada consistio en colocar 50 uL de la suspensién 500 conidios /
1 mL previamente elaborada para cada aislado, sobre un confeti esteril de 4mm ubicado al
centro de la caja de Petri, con una réplica por temperatura para cada muestra.
Posteriormente, tras 8 dias de incubacioén, se capturo la cobertura total (area) de cada aislado
en ambos medios, ésto tomando las medidas al reverso de la caja con ayuda de una regla 'y
un marcador, y elaborando los calculos nuevamente acorde a las férmulas para muestras
circulares y ovaladas, previamente mencionadas. Sumado a ello, se realizd el calculo de la
desviacion, varianza y desviacion estandar, apoyado en el programa Excel de la paqueteria
Office.

Sumado a esto, se elabord un conteo de conidios mediante la elaboracién de una
suspension 500 conidios / 1 mL de cada aislado empleado nuevamente la técnica antes
mencionada en la elaboracién de suspensiones para monosporicos. Se colocé 50 pL en una
camara de Neubauer y se tomaron las dimensiones conidiales como el largo (L) y ancho (A)
de 20 conidios. El ajuste de las dimensiones se elabord acorde al Equivalente de la Reglilla
del Microscopio, donde una division en la rejilla equivale a 1.031 ym al emplear el objetivo
100x (del Rio y Sogorb, 2014).

4.3.2 Medios

Consecutivamente, se tomd en cuenta los datos de cobertura total de los aislados
previamente obtenidos en la evaluacion de temperatura, y adicionalmente se catalogé el tipo
de micelio obtenido, como lo es: vegetativo o reproductivo. Considerando una cobertura total
del 100% de las cajas Petri empleadas (cuya area individual fue 56.745 cm?). Siendo que
para A. niger se esperaba una cobertura cercana al 100 % de acuerdo con Samson vy
colaboradores (2014) en medio APD; en el caso de A. alternata se estimaba una cobertura
total del 60-80% del medio APD como planteé Woudenberg y asociados (2015); acorde a A.
lecanii, Kepler y asociados estimaron una cobertura media del 40-60% tanto en APD como

SDA; conforme a C. tropicales, Kurtzman y asociados (2011) se estimé una ocupacion



superficial del 30-50% en medio APD y SDA, donde no se mide el crecimiento radial sino la
expansion colonial; tanto para E. nigrum y |. fumosorosea, de acuerdo con Ellis (1971), y
Kepler y colaboradores (2017) se anticipaba una cobertura del 50-70% en medio APD y SDA,;
acorde a M. robertsiiy P. chrysogenum la estimacién esperada era del 70-90% de cobertura
del medio APD como establecen Bischoff y asociados (2009), y Houbraken y colaboradores
(2011); y finalmente la ocupacion superficial estimada para T. asahii de acuerdo con Sugita y
asociados (2002) era alredor del 40-60% en medio SDA.

De igual manera, se empled como apoyo el programa Excel de la paqueteria Office y

se realiz6 el registro fotografico de cada uno de los aislados con una camara FNE-NX9 .
4.4 Fase de identificacion molecular:

Extraccion y purificacion de ADN:

Después de haber identificado, tanto micro como macroscépicamente cada aislado,
éstos fueron cultivados individualmente en 250 mL de medio liquido de YPG (Yeast Peptone
Glucose por sus siglas en inglés, método de preparacion ubicado en Anexo 1) e incubados a
28°C por 4 dias en una incubadora de agitacion a 20 rpm. Posteriormente, el micelio obtenido
fue filtrado, lavado con agua estéril y secado con papel filtro en una campana de flujo laminar
bajo condiciones estériles, y conservado a -3 °C hasta su utilizacién. Para el proceso de
extraccion de ADN se utilizaron dos protocolos distintos para cada tipo de muestra

levaduriforme o filamentosa.

Para el proceso de extraccion de las muestras filamentosas, se utilizé el kit PROMEGA
Genomic DNA Purification Kit REF A1120 (Promega Corporation, Madison, WI, USA) de la
siguiente manera: se depositaron 100 mg de masa micelial en microtubos de 1.5 mL con 0.2
g de perlas de vidrio de 425-600 um estériles con 600 pL de la Solucion de Lisis de Nucleo.
Los tubos se agitaron en un Vortex seguido de 3 ciclos de 30 s a 4 m/s cada uno, en un equipo
FastPrep (Thermo Savant Instruments, Holbrook, NY, EUA). Posterior a ello, se incubd a
65 °C por 15 min, se afiadié 3 uL de RNAsa y se incubd nuevamente a 37 °C durante 15 min.
Luego se coloco la mezcla en un contenedor frio por 5 min. Después se agregaron 200 uL de
la Solucién de Precipitacion de Proteina mezclando en el Vortex (Daigger Vortex Genie 2) por
20 s, y se centrifugé durante 3 min a 14000 rpm (Centrifuga de Laboratorio Hettich Zentrifugen
MIKRO 22R, Alemania). Se retir6 cuidadosamete el sobrenadante para evitar contaminar la
solucién de ADN con la proteina precipitada a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se realizaron
dos lavados en el que se decantd el liquido resultante, el primero fue con 600 pL de
Isopropanol y se centrifugd nuevamente a 14000 rpm durante 1 min, y el segundo con 600

uL de etanol, centrifugando a 14000 rpm durante 1 min. Luego se removi¢ el liquido y se
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coloco boca abajo sobre un papel absorbente hasta que todo el etanol se evaporé. Por ultimo,

se anadieron 100 pL de DNA Solucion Rehidratante,y se incub6 a 65 °C por 1 hr.

En el caso de la extraccion de ADN en los aislados levaduriformes fue acorde al kit
PROMEGA, cuyo el procedimiento fue el siguiente: se depositd 1 mL del YPG en tubos
Eppendorf de 1.5 mL y se centrifugaron a 14000 rpm durante 2 min. Luego se removio
minuciosamente sobrenadante y se afiadi6 293 yL de 50mM EDTA. Seguido a ello, se afiadié
7.5 uL de Liticasa (75 unidades/uL), se mezcld, se incubd a 37 °C por 30 min y se centrifugd
nuevamente a 14000 rpm durante 2 min. El sobrenadante obtenido se extrajo y se agrego en
su lugar 300 pL de la Solucion de Lisis de Nucleo y 100 pL de la Solucion de Precipitacion
de Proteinas, luego se agitd por alrededor de 20 s y se colocé sobre hielo durante 5 min.
Después se centrifugd a 14000 rpm durante 3 min y dio pasé a una serie de lavados en el
que se decantd el liquido resultante, inicialmente se removid cuidadosamente el
sobrenadante a un tubo Eppendorf de 1.5 mL que contenia previamente 300 pL de
isopropanol y se centrifugdé a 14000 rpm durante 2 min, y el segundo con 300 uL de etanol al
70% y se centrifugd a 14000 rpm durante 2 min. Posteriormente se afiadieron 50 uL de DNA
Solucion Rehidratante y 1.5 uL de RNAsa y agitdé en un Vortex por 20 s, se centrifugd a 14000
rpm durante 1 min y colectd el sobrenadante. Finalmente, se rehidraté el ADN con 50 L de
DNA Solucién Rehidratante e incubo a 65 °C por 1 hr.

Después se cuantificd con el nano espectrofotometro (NS1000 Accuris Smart Drop,
EE. UU.), empleando 3 uL de DNA Solucién Rehidratante como blanco y seguidamente 2 pyL
de cada muestra para su posterior lectura, descartando muestras con menos 30 ng/u y un

valor de absorcion menor a 1.80 y mayor a 2.
Amplificacion:

Se realizé una PCR para la amplificacion de la region ITS (ITS1/ITS4) en un
termociclador (T100 Thermal Cycler, BioRad, EE. UU.). Las amplificaciones se llevaron a
cabo en 25 L con buffer 1X, 2.5 mM de MgCl;, 0.2 mM de cada oligonucleétido, 200 uM de
dNTPs (Applied Biosystems, USA), 10-50 ng de DNA y 1 U Taq polimerasa (Thermo
Scientific, Thermo Fisher Scientific Inc., Vilnius, Lithuania, EE UU.). El testigo negativo
contenia todo lo anterior excepto el DNA gendmico. El programa de amplificacién utilizado se

muestra en la siguiente tabla (tabla 1) (Navarro-Barranco, et al., 2019).

11



Tabla 1. Programa de amplificacion por PCR de ITS

1x Ciclo 1 95°C x 5 min
95°C x 1 min
30x Ciclo 2 58°Cx30s
68°Cx30s
68°C x 2 min
1x Ciclo 3
4°C x5 min

Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al
1.5 % en amortiguador TBE 0.5 X (Tris-Base a 45 mM, &cido borico a 45 mM, EDTA a 1 mM)
(Brunner, 2012) en una fuente de poder a 90 V durante 45 min (PowerPac Basic, BioRad, EE.
UU.). Posteriormente, el gel fue expuesto en un sistema de fotodocumentacion (UVIDOC
HDG6, Uvitec Cambridge, EE. UU.). Se realizé el registro fotografico de cada uno de los

aislados con una camara FNE-NX9.
4.5 Fase de conservacion:

Conservacion:

Se aplicaron técnicas de conservacion a corto y largo plazo para garantizar la
viabilidad y estabilidad de las cepas como lo es conservacion en agua glicerinada, agua
destilada y en medio inclinado con medio de APD (Ellis, 1979; Humber, 1997; Danner, et al.,
2023). Para ello se prepararon 2 tubos de tapa rosca (de 2 mL) con 1 mL de agua glicerinada
al 10%, 2 tubos de tapon (de 10 mL) con 5 mL agua destilada y 2 tubos tapa rosca (de 5 mL)

de medio inclinado con medio de APD, todo esto para cada aislado.

Se retomd la suspensién 500 conidios / 1 mL de cada aislado empleada en los
ensayos de crecimiento, inoculando 100 pL una caja Petri con medio de APD e incubando
durante 14 dias a 37 °C en caso de las levaduras y 28 °C los demas aislados. Posteriormente
a la incubacion, se cortaron 10 segmentos de micelio de cada aislado de 5 mm con el extremo
amplié de una punta de pipeta de 1.5 mL y se distribuyeron de la siguiente manera: 4
segmentos en los tubos con agua destilada y 6 segmentos en los tubos con agua glicerinada,

acorde a la conservacion en medio inclinado, la inoculacion se realizé por barrido.
4.6 Fase de integracién y aplicacion de resultados:

Integracion de datos:
Se elaboré una descripcion morfoldgica, fisiolégica y molecular para obtener una

clasificacion comprensiva de las cepas.
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Validacién y aplicacion:
Se documentaron las aplicaciones biotecnoldgicas, potencial biotecnoldgico y en
salud publica de las especies identificadas obtenidos mediante busqueda bibliogréafica para

obtener una clasificacion mas amplia.

5.- Resultados y conclusiones

5.1 Aislados

Se obtuvieron los siguientes monosporicos de las especies expuestas en la siguiente
tabla (Tabla 2).

Tabla 2. Origen de aislados.

. Fuente
D Especie (ambiental, suelo, clinica, pozol) Donado por
46  Alternaria alternata Ambiental Ho’sg?ltal de nutricion Salvador Zubiran, CDMX,
Mexico
EH 458 Akanthomyces lecanii Clinica Genia Carrion, de coleccion Herbario: XAL con el
ID: IE-397
27 Apergillus niger Ambiental Ho’sPltaI de nutricion Salvador Zubiran, CDMX,
Mexico
/ Candida tropicalis Pozol Mra. Teresa Martinez Oropeza
16 Epicoccum nigrum Ambiental Ho’spltal de nutricion Salvador Zubiran, CDMX,
Mexico
EH 253 Isaria fumosorosea Suelo Alejandra Taxis, de Laboratorio de Micologia
(506) Basica de la Facultad de Medicina de la UNAM
Mr 795 Metarhizium robertsii Clinica Galleria mellonella, Morelos

Hospital de nutricion Salvador Zubiran, CDMX,

25  Penicillium chrysogenum Ambiental L
Mexico

/ Tricosporon asahii Pozol Mra. Teresa Martinez Oropeza

5.2 Fase de identificacion fenotipica:
5.2.1 Macromorfologia

Alternaria alternata

El aislado 46 presento caracteristicas tipicas de la especie, tales como la asimetria y
la presencia cuyas colonias de crecimiento rapido (con un area promedio de 32.93 cm?),
adoptardn un color negro olivaceo a grisaceo, de textura aterciopelada recubierta por un velo
velloso blanco, cuyos bordes se fueron difusos. No produjo pigmentos difusibles en medio ni

exudados o gotas sobre la superficie, como se observa en la siguiente figura (Figura 1).
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APD
Alternaria alternata

Figura 1. Monosporico de aislado Alternaria alternata.
Akanthomyces lecanii
Acorde al aislado EH 458, se evidencié un conjunto de caracteristicas propias de la
especie, entre ellas, micelio ligeramente asimétrico de un color blanco con textura
algodonosa, de aspecto ligeramente convexo con bordes definidos ligeramente lobulados. De
un crecimiento lento con un area promedio de 3.5 cm?, no produjo pigmentos difusibles en el

medio ni exudados o gotas sobre la superficie, como se observa a continuacion (Figura 2).

Akanthomyces lecanii

Figura 2. Monosporico de aislado Akanthomyces lecanii.

Aspergillus niger
Conforme al aislado 27, se observaron rasgos morfoldégicos compatibles con la
descripcion de la especie, incluyendo una simetria en el cultivo, ademas de un color marrén

oscuro a negro, de textura polvosa-granulosa. De aspecto elevado con bordes difusos, y un
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crecimiento acelerado de un area promedio de 50.3 cm?. No produjo pigmentos difusibles en

medio ni exudados o gotas sobre la superficie tal como se muestra en la Figura 3.

APD
Aspergillus niger
Figura 3. Monospoérico de aislado Aspergillus niger.

Candida tropicalis
Concorde al aislado C. tropicalis, un hongo levaduriforme considerado dimorfico por

la Asociacion Mexicana de Micologia Médica. Presentd una asimetria en el cultivo, cuyas
colonias son generalmente lisas, gelatinosas, de un color blanco a crema con bordes
ligeramente lobulados. Presentd un crecimiento lento con un area promedio de 5.3 cm? (en

28°C), no produjo pigmentos difusibles en medio ni exudados o gotas sobre la superficie,

segun se aprecia en la Figura 4.

APD
Candida tropicalis
Figura 4. Monosporico de aislado Candida tropicalis.

Epicoccum nigrum
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El aislado 16 mostrd caracteristicas tipicas descritas para esta especie, siendo de
crecimiento rapido con un area promedio de 12.76 cm?. Siendo ligeramente asimétrico con
bordes lobulados, de una textura aterciopelada, vellosa, y un color marrén rojizo que se
difumina a un color blanco en el centro. Produjo un tono amarillento en el medio, sin embargo,

no exudados o gotas sobre la superficie, como se observa en la Figura 5.

APD
Epicoccum nigrum
Figura 5. Monospoérico de aislado Epicoccum nigrum.

Isaria fumosorosea

De acuerdo con el aislado 506, se identificaron caracteristicas concordantes con las
descritas para esta especie, tales como un cultivo simétrico medianamente elevado de un
color violeta rojizo. Adopt6 una textura polvosa con bordes regulares bien definidos de un
aspecto plano tal como describe Nava (2022). Con un area promedio de 23 cm? impregno de
un tono café rojizo el medio, sin embargo, no produjo ni exudados sobre la superficie, tal y

como se exhibe en la siguiente figura.

APD
Isaria fumosorosea
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Figura 6. Monosporico de aislado Isaria fumosorosea.

Metarhizium robertsii

En el caso del aislado Mr 795, se presentaron rasgos morfolégicos tipicos de la
especie, entre los que destacan un cultivo simétrico medianamente elevado, una textura plana
polvosa ligeramente rugosa por el centro y bordes regulares bien definidos, y un color
amarillento blanquecino con matices verdes a causa de sus conidiéforos, como se observa
en la Figura 7. De un area promedio de 25.5 cm?, pigmento ligeramente amarillento en el

medio mas no produjo exudados sobre la superficie.

APD
Metarhizium robertsii
Figura 7. Monospoérico de aislado Metarhizium robertsii.

Penicillium chrysogenum
Conforme al aislado 25, se evidencié un conjunto de caracteristicas propias de la
especie, entre ellas una simetria en el cultivo, de un color verde intenso por toda la superficie
con bordes lobulados blanquecinos. Manifesté una textura polvosa y un aspecto plegado
ligeramente elevado, ademas de un crecimiento moderado con un area promedio de 23.8
cm?. Produjo un pigmento amarillento intenso en el medio y exudados de color dorado sobre

la superficie, como se ilustra en la Figura 8.
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APD
Penicillium chrysogenum
Figura 8. Monospdérico de aislado Penicillium chrysogenum.

Trichosporon asahii

Acorde al aislado T. asahii, se observan caracteristicas tipicas descritas para esta
especie, siendo una asimetria de cultivo, un color blanco a crema, un aspecto agamuzado a
farinoso, con surcos radiales, pliegues irregulares y bordes lobulados. Sumado a ello,
presentd un crecimiento lento a 28 °C de un area promedio de 6.2 cm?, no produjo pigmentos
difusibles en medio ni exudados o gotas sobre la superficie, tal como se observa en la Figura
9.

APD
Trichosporon asabhii
Figura 9. Monospdérico de aislado Trichosporon asahii.

5.2.2 Micromorfologia

Alternaria alternata
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Conforme al aislado 46, se identificaron caracteristicas micromorfolégicas
concordantes con las descritas para la especie, las cuales se corresponden con los rasgos
diagnosticos del género descritos por Fabrega y asociados (2002), y por The University of
Adelayde (2025), tales como la presencia de un micelio macrosifonado de hifas hialinas
tabicadas, y presentar reproduccion por medio de conidios pluricelulares denominados
dictiosporas feodicticas dematiaceos, un tipo de espora pigmentada que se caracteriza por
ser ovoide, enteramente septada transversalmente y longitudinalmente. Tal y como se puede

observar en la imagen 2 de la Figura 10.

e L P
Alternaria alternata
Figura 10. Alternaria alternata. Fotografias 1y 2 de elaboracion propia, se tifié con azul de algodon. La
fotografia 1 se observa a 40x y la nimero 2 a 100x. Acorde a la fotografia 3, modificada de la pagina oficial de
Mycology the University of Adelaide.

Akanthomyces lecanii

Acorde al aislado EH 458, los rasgos observados son concordantes con la descripcion
de la especie y con la micromorfologia tipica del género proporcionada por Gonzalez-Dufau
y asociados (2020). Siendo que esté se caracteriza por poseer micelio macrosifonado de hifas
hialinas cenociticas con fidlides en grupos de tres, cuyos conidios fueron de elipsoidales a

cilindricos como se aprecia en la imagen 2 de la Figura 11.

Akanthomyces lecanii
Figura 11. Akanthomyces lecanii. Fotografias 1 y 2 de elaboracion propia, se tifié con azul de algodon. La
fotografia 1 se observa a 40x y la numero 2 a 100x. Acorde a la fotografia 3, esta fue capturada de la pagina
oficial de Gonzalez-Dufau et al., 2020.
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Aspergillus niger

Conforme al aislado A. niger se presentd un micelio macrosifonado de hifas hialinas
septadas en las que se observan cabezas conidiales grandes, globosas no ramificadas. Las
cabezas conidiales de color marrén oscuro que recubren toda la vesiculale dan la forma
radiada tipica. Los conidios son globosos a subglobosos, de color marrén oscuro a negro y
de paredes rugosas (Gomez y Félix, 2022; The University of Adelayde, Micology, 2025). Esto

concuerda con lo observado en la Figura 12.

R S - -
Aspergillus niger
Figura 12. Aspergillus niger. Fotografias 1 y 2 de elaboracion propia, se tifié con azul de algodon. La fotografia 1
se observa a 40x y la numero 2 a 100x. Acorde a la fotografia 3, esta fue capturada de la pagina oficial de
Mycology the University of Adelaide.

Candida tropicalis
Por parte del aislado perteneciente a la especie C. tropicalis, se identificaron
caracteristicas concordantes con las descritas para esta especie, tales como la presencia de
blastoconidios cortos esféricos a semiesféricos, similares a los de levaduras, ademas de
presentar cadenas alargadas de células que dan forma a las pseudohifas, tal como se

observa en la imagen 2 de la Figura 13 (The University of Adelayde, Micology, 2025).
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Candida tropicalis
Figura 13. Candida tropicalis. Fotografias 1 y 2 de elaboracion propia, se tifid con azul de algodon. La fotografia
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1 se observa a 40x y la numero 2 a 100x. Acorde a la fotografia 3, esta fue capturada de la pagina oficial de
Mycology the University of Adelaide.

Epicoccum nigrum

De acuerdo con el aislado 16, las caracteristicas observadas coinciden con las
descritas para la especie y son consistentes con los criterios proporcionados por The
University of Adelayde (2025). Asi como la presencia de un micelio macrosifonado de hifas
hialinas cenociticas y dictyoconidios globosos a piriformes con una base en forma de embudo,
de pigmentacion oscura y una superficie externa verrucosa, como se ilustra en laimagen 1y
2 de la Figura 14.

Epicoccum nigrum
Figura 14. Epicoccum nigrum. Fotografias 1 y 2 de elaboracion propia, se tifid con azul de algodén. La fotografia
1 se observa a 40x y la numero 2 a 100x. Acorde a la fotografia 3, esta fue capturada de la pagina oficial de
Mycology the University of Adelaide.

Isaria fumosorosea

En el caso del aislado 506, se observaron rasgos micromorfoldégicos compatibles con
la descripcion de la especie, incluyendo la presencia de hifas hialinas a amarillosas, septadas,
con fialides que constan de una porcion basal cilindrica o hinchada, adelgazandose
abruptamente a menudo para formar un cuello muy notorio en forma de pincel, llevando

cadenas de conidios, hialinas, unicelulares y de forma ovoide (Nava, 2022) (Figura 15).
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Isaria fumosorosea
Figura 15. Isaria fumosorosea. Fotografias 1y 2 de elaboracion propia, se tifié con azul de algodén. La
fotografia 1 se observa a 40x y la numero 2 a 100x. Acorde a la fotografia 3, esta fue capturada por Purnima et
al. 2022.

Metarhizium robertsii
Correspondiente al aislado Mr 795, se identific6 concordancia entre los rasgos del
género Metarhizium que expone Geremew y asociados (2024) y las caracteristicas del
aislado. Entre ellos un micelio macrosifonado de hifas hialinas septadas cuyas fialides se ven
como pequenas aglomeraciones subglobosas predominantemente anchas dispuestas en
racimos apretados a lo largo de hifas septadas y conidios ligeramente elipsoidales o cilindrico-
ovoides que aparecen como cadenas cortas de esferas verdosas, tal como se muestra en la

imagen 3 de la Figura 16.

: R
Metarhizium robertsii
Figura 16. Metarhizium robertsii. Fotografias 1y 2 de elaboracién propia, se tifid con azul de algodén. La
fotografia 1 se observa a 40x y la numero 2 a 100x. Acorde a la fotografia 3, esta fue capturada por Geremew et

al. 2024.

Penicillium chrysogenum

Por parte del aislado 25, se identificaron caracteristicas morfolégicas concordantes
con las descritas por Gomez y Félix (2022) y The University of Adelayde (2025) para la
especie, las cuales se corresponden con los rasgos diagndsticos del género tales como, la
presencia de micelio macrosifonado de hifas hialinas a verdes claro, septadas, conidiéforos
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hialinos de patron ramificado de dos etapas (biverticilado-asimétrico) cuyas fidlides en forma
de matraz dispuestas en verticilos forman los pinceles, y conidios unicelulares, hialinos o
verdosos, globosos, elipsoides a cilindricos de paredes lisas o rugosas, como se puede

observar en la imagen 1y 2 de la Figura 17.
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Penicillium chrysogenum
Figura 17. Penicillium chrysogenum. Fotografias 1 y 2 de elaboracion propia, se tifio con azul de algodon. La
fotografia 1 se observa a 40x y la numero 2 a 100x. Acorde a la fotografia 3, esta fue capturada de “MICOLOGIA
DEL ATLAS".

Trichosporon asahii

Acorde al asilado del género Trichosporon, las caracteristicas observadas en el
aislado coinciden con las descritas por The University of Adelayde (2025) para la especie
tales como la presencia de artroconidios ovalados o rectangulares, como se observa en la

imagen 2 de la Figura 18.
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Trichosporon asabhii

Figura 18. Trichosporon asahii. Fotografias 1y 2 de elaboracion propia, se tifi6 con azul de algodon. La
fotografia 1 se observa a 40x y la numero 2 a 100x. Acorde a la fotografia 3, esta fue capturada de “MICOLOGIA
DEL ATLAS".
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5.3 Fase de evaluacion fisiolégica:

5.3.1 Temperatura

En la siguiente tabla (Tabla 3) se exponen los resultados en cuanto medidas de
crecimiento de los aislados (observar Anexo 2). Se observé un mayor crecimiento de los
aislados filamentosos como lo son A. alternata, A. lecanii, A. niger, E. nigrum, I. fumosorosea,
M. robertsiiy P. chrysogenum a 28 °C, y un mayor crecimiento de los aislados levaduriformes
como lo son C. tropicalis y T. asahii a 37 °C. Resaltando el amplio crecimiento que tuvo el
aislado de A. niger en ambos medios en ambas temperaturas y el aislado de A. lecanii que
unicamente presento crecimiento a 28 °C, al igual que E. nigrum. Adicional a esto, se observé
un mayor crecimiento en medio SDA en ambas temperaturas para la mayoria de los aislados,
siendo el aislado de A. alternata el Unico que presenté mayor crecimiento en medio APD.

Acorde a las medidas conidiales, se contemplan en la tabla posterior (Tabla 4). Se
observa un tamano promedio de 20.8 um para A. niger, lo que concuerda con lo reportado
por The University of Adelaide, al igual que C. tropicalis, E. nigrum, P, chrysogenum y T.
asahii, de acuerdo con la misma institucion; en el caso A. alternata el tamafo observado
concuerdo con lo reportado por Caballero y asociados (2025); A. lecanii reportd un tamano
promedio de 3.78 um, mayor al reportado por Ayala-Zermefio (2006) con 2.4 um; las
dimensiones conidiales de . fumosorosea concordaron con lo reportado por Gandarilla-
Pacheco y asociados (2018); de igual manera M. robertsii mostré dimensiones concordantes

con lo observado por Méndez-Gonzalez (2022).
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Tabla 3. Medidas de crecimiento de cepas a largo y ancho, a 28 y 37 ° C.

Identificacion ces e Medio (APD o |Temperatura (° " < z _ 2 Desviacion Varianza Desviacion
ID morfolégica Identificacion molecular SDA) Q Tamaiio (cm) | Area(cm?) X (cm?) (cm?) (cm) esténdar (cm?)
SDA 23 178xx6:lL48 325514856 18.866 266.342 532.684 23.081
46 Alternaria spp. Alternaria alternata 28 7'4 . 7'4 43; 008
APD 37 18x18 2545 22.777 409.314 818.627 28.612
SDA ;3 2'3 X 3'5 4'31 2.455 6.027 12.054 3.471
EH 458 Akanthoymces spp. Akanthoymces lecanii 78 1 95xx 19 501
APD 37 0x0 0 1.455 2.117 4.234 2.057
SDA 28 8.5x8.5 26.745 53.505 10.498 20.996 4.582
. . . 37 8x8 50.265
27 Aspergillus spp. Aspergillus niger 78 3x8 50.265
APD 37 57%5.6 25.069 37.667 158.710 317.419 17.816
SDA 28 2.3x2.1 3.793 4.551 0.574 1.148 1.072
. . o 37 2.6x2.6 5.309
/ Candida spp. Candida tropicalis 78 21x2 3999
APD 37 2.4%2.35 4.429 3.864 0.319 0.638 0.799
SDA ;3 6';:3'6 34673 17.365 301.543 603.086 24.558
16 Epicoccum spp. Epicoccum nigrum
APD 28 >-1x4.7 18.826 9.413 88.604 177.208 13.312
37 0x0 0
28 4.5x4.6 16.258
EH 253 Isaria spp Isaria fumosorosea o 37 2.2x2 3.456 e 0or . .
(506) ‘ 28 4.1x4 12.881
APD 37 17x16 2136 7.509 28.858 57.716 7.598
SDA 28 >x4.4 17.275 9.405 61.999 123.998 11.136
- - " 37 1.5x1.3 1.531
Mr 795 Metarhizium spp. Metarhizium robertsii 28 5 %45 17.671
APD 37 12%x1.2 1131 9.401 68.393 136.786 11.696
SDA 28 6.2x6.2 30.191 15.755 208.398 416.796 20.416
- i 37 14x1.2 1.319
25 Penicillium spp. Penicillium chrysogenum 28 5352 21.646
APD 37 1x0.7 0.549 11.098 111.281 222.562 14.918
SDA 28 2.6x5.2 22.871 16.329 42.811 85.622 9.252
. . " 37 45x2.8 9.786
/ Trischosporon spp. Trischosporon asahii 28 21x2 3.299
APD 37 2 %1.9 2984 3.142 0.025 0.05 0.223
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Tabla 4. Dimensiones promedio conidiales de cada asilado.

Nombre Largo (um) |Ancho (um)| X (um?)
A. niger 6.60 4.02 20.84
A. alternata 1.34 0.76 0.80
A. lecanii 1.24 1.24 3.78
C. tropicalis 3.04 2.73 6.53
E. nigrum 6.29 5.21 25.72
I. fumosorosea 0.98 0.97 0.75
M. robertsii 1.94 0.98 1.49
P.chrysogenum 1.00 1.00 2.47
T. asahii 3.20 2.27 5.69

5.3.2 Medios

De acuerdo con los datos previamente expuestos, como se observa en la Figura 19.

Los aislados tuvieron un mayor crecimiento en SDA.
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Figura 19. Crecimiento de aislados a 28 °C y 37 °C. En el grafico a de color verde, se expone el crecimiento de
los aislados en medio SDA y APD a 28 °C, y en el grafico b de un color anaranjado, se expone el crecimiento de
los aislados de igual manera en medio SDA y APD a 37 °C.

Conforme a esto, se destaca mayor desarrollo de micelio vegetativo para cada aislado,
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y en el caso del medio APD, la tendencia observable es la gran producciéon micelio
reproductivo mediante una mayor presencia de conidios.

Esto en consecuencia de la composicién de cada medio, en el caso de SDA, este
contiene peptona y dextrosa en proporciones mas altas (10 g/L y 40 g/L, respectivamente),
siendo un medio mas acido y menos rico en nutrientes complejos, disefado originalmente
para controlar bacterias sin afectar el desarrollo fungico (Atlas, 2010; Larone, 2018). De
manera que, el hongo en esta fase vegetativa activa invierte su energia en formar hifas y
explorar el sustrato, mas que en reproducirse. Siendo que la limitacién de nutrientes
complejos (como los presentes en el PDA) retarda la esporulacién y favorece la extensioén del
micelio (Forbes, et al., 2007), sin embargo, el micelio denso y extenso favorece luego una
esporulacién mas abundante y sostenida (Deacon, 2006).

El medio APD por otra parte, PDA, elaborado a partir de infusién de papa (extracto
vegetal) y dextrosa, contiene azucares, vitaminas, aminoacidos y minerales provenientes del
tubérculo, favoreciendo un crecimiento rapido, pigmentacién y esporulacion visible, sin
embargo, esto en conjunto con su pH ligeramente menos acido, lo hace menos selectivo,
permitiendo en algunos casos el crecimiento de bacterias o mohos de rapido desarrollo
(Forbes, et al., 2007; De Hoog, et al., 2019). En consecuencia, cuando un hongo esporula
rapidamente, significa que entra pronto en su fase reproductiva, produciendo conidios o
esporas en poco tiempo. Esto puede ocurrir bajo dos tipos de condiciones: como respuesta
al estrés ambiental o, en medios muy nutritivos, como resultado de un desarrollo metabdlico
completo. Como lo es en el caso del APD, su alto contenido de compuestos vegetales y
azucares estimula la fase reproductiva del hongo, promoviendo la activacién de rutas
metabdlicas secundarias como la esporulacion y la pigmentacion, lo que permite completar el
ciclo reproductivo con mayor rapidez. Este comportamiento, caracteristico de hongos
saprofitos o ambientales como Alternaria, Penicillium o Epicoccum (Forbes, et al., 2007;
Larone, 2018; De Hoog, et al., 2019). Esto demuestra que la composicion del medio determina

el equilibrio entre crecimiento y reproduccion en los hongos.
5.4 Fase de identificacion molecular:

Se obtuvo el ADN de los 9 aislados, cuyos valores se exponen en la siguiente tabla
(Tabla 5).
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Tabla 5. Cuantificacion del DNA. Aquellos valores superiores a 100 ng/pL y cercanos fueron ajustados a 50
ng/uL. Los valores en la columna A260/280, corresponden a los valores de absorcion.

D Aislado Concentracién | Calidad/Pureza del
(ng/uL) ADN (A260/A280)
46 A. alternata 86.5 1.80
EH 458 A. lecanii 83.6 1.85
27 A. niger 99.8 1.80
/ C. tropicalis 86.02 1.87
16 E. nigrum 98.2 1.97
E(g(f;s 1. fumosorosea 55.9 1.82
Mr. 795 M. robertsii 293.1 1.85
25 P.chrysogenum 104.9 1.84
/ T. asahii 61.02 1.80

Ante los resultados de la PCR, como se aprecia en la siguiente figura (Figura 20),
todos los aislados presentan bandas con un peso molecular entre 500 y 600 pb. Este patron
coincide con lo establecido en la literatura: Woudenberg y asociados (2015) sehalan que A.
alternata muestra amplicones ITS1/ITS4 de 520-540 pb; Zare y Gams (2001) describen para
A. lecanii un rango de 600-630 pb; Samson y colaboradores (2014) registran en A. niger
valores entre 565—613 pb; Feng et al. (2014) reportan para C. tropicalis amplicones de 517—
528 pb; Chen y asociados (2017), indican que E. nigrum se ubica entre 570-590 pb; Kepler
et al. (2017), sefalan para I. fumosorosea un rango de 580-590 pb; Bischoff y colaboradores
(2009), describen en M. robertsii una variacién de 500-580 pb; Houbraken et al. (2011),
establecen para P. chrysogenum valores de 540-580 pb; y Sugita et al. (2002) registran para
T. asahii amplicones de 535-545 pb.

A. alternata

A. lecanii

A. niger

C. tropicalis

E. nigrum

I. fumosorosea
M. robertsii

P. chrysogenum
T. asahii

Figura 20. Productos de PCR de los aislados con ITS1 y ITS4. M = marcador de peso molecular de 100 bp DNA
ladder; T = testigo negativo. La electroforesis se realizé en gel de agarosa al 1.5 % a 90 V, 45 min.

28



5.5 Fase de conservacion:

Se realizo el cultivo de conservacion de todos los aislados, conservando en total 6
tubos por aislado, en agua glicerinada (n = 2) se conservo en forma de micelio tanto vegetativo
como reproductivo (Figura 21), agua destilada (n = 2) de igual manera se conservo en forma
de micelio tanto vegetativo como reproductivo (Figura 22), y por ultimd, medio de APD
inclinado (n = 2) en que se conservo en forma de micelio reproductivo (Figura 23). La
temperatura de mantenimiento para todos los aislados fue de reservados a -2 °C.

Figura 21. Cultivo e tubos de tapé rosca (dé 2 mL) con 1 mL de agua glicerinada al 10%. En la imagen #1 se
observan los 18 tubos pertenecientes a los 9 aislados y en la imagen #2 se observan los tubos empleados con
M. robertsii como ejemplo. Se emplearon los siguientes datos sobre el etiquetado: ID, Nombre y fecha de cultivo.

Figura 22. Cultivo en tubos de tapdn (de 10 mL) con 5 mL agua destilada. En la imagen #1 se observan los 18
tubos pertenecientes a los 9 aislados y en la imagen #2 se observan los tubos empleados con P. chrysogenum
como ejemplo. Se emplearon los siguientes datos sobre el etiquetado: ID, Nombre y fecha de cultivo.
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Figura 23. Cultivo en tubos tapa rosca (de 5 mL) de medio APD inclinado. Se observan los 18 tubos
pertenecientes a los 9 aislados. Se emplearon los siguientes datos sobre el etiquetado: ID, Nombre y fecha de
cultivo.

5.6 Fase de integracion y aplicaciéon de resultados:

Integracion de Datos:
A partir de la descripcién de los datos morfoldgicos, fisiologicos y moleculares

obtenidos a lo largo del estudio, se realizo la siguiente tabla.

Tabla 6. Descripcion morfoldgica, fisiologica y molecular de los aislados.

Morfologia Fisiologia | Molecular
Topografia
L Textura (algodonosa, - (plana, rugosa, L,
Nombre Color de micelioal R Bordes (definidos, Temperatura | Region ITS
madurar aterciopelada, polvosa, lobulados, difusos) plegada, 6ptima (°C) (ph)
lisa, gelatinosa) ' elevada, P p
crateriforme)

A. alternata Negro olivaceo Aterciopelada Difusos Elevada 28 520-540

A. lecanii Blanco Ieyenmente Algodonosa Definidos ligeremanete Crateriforme 28 600-630
amarillento lobulados

A. niger Marrén oscuro a negro  Polvosa/aterciopelada Difusos Elevada 28 560-610

o . ) Definidos ligeremanete

C. tropicalis Blancoa crema Lisa/gelatinosa Plana 37 515-530
lobulados

E. nigrum Marrén rojizo Aterciopelada/vellosa Difusos ligeremanete Pleglada 28 570-590
lobulados

I. fumosorosea Violeta oscuro Aterciopelada/polvosa Definidos Plana 28 580-590

M. robertsii Verde terroso Polvosa Definidos Plana 28 500-580

P.chrysogenum Verde intenso Polvosa Definidos ligeremanete Pleglada 28 540-580
lobulados

T. asahii Blancoa crema Gelatinosa Lobulados Pleglada/rugosa 37 535-545

Acorde a la evaluacion del potencial de los aislados en base a sus aplicaciones

biotecnoldgicas e impactos en la salud humana, se obtuvo la siguiente tabla (Tabla 7).
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Tabla 7. Aplicaciones tecnoldgicas e impactos en la salud humana de los asilados. Los datos presentes en esta
tabla fueron recabados bibliograficamente.

Especie Divisién Aplicaciones tecnolégicas Impactos en la salud humana
Produccion industrial de acido citrico y enzimas (Portillo, Asperlogilosis pulmonar, reacciones alergicas como rinitis,
A. niger Ascomycota 2025). Biorremediacion de contaminacién por metales conjuntivitis y dermatitis. Ante una exposicion prolongada
pesados (Carangui, et al., 2024). puede provocar micosis invasiva (Vargas-Torrico, et al., 2025).

Bioherbicida (Abbas, 1995); produccién de metabolitos
secundarios como melaninas, tenuazona, alternariol, y dcido
A. alternata Ascomycota tenuazdnico; sintesis de enzimas hidroliticas y oxidativas
como Celulasas, xylanasas, lacasas, amilasas, lipasas (Mousa
y Raizada, 2013).
Pesticida contra el pulgén negro y termitas (Isma’il, et al., El riesgo directo a salud humana es bajo en poblacién general

Rinitis alérgica, conjuntivitis y exacerbaciones de asma (Abel-
Fernandez, et al., 2023).

A. lecanii Ascomycota

2023; Baker, et al., 2025) al ser entomapatogeno de uso agricola.
Candidiasis invasiva con mortalidad significativa en
C. tropicalis Ascomycota Produccién biotecnoldgica de xilitol (Vallejos, et al., 2013).  infecciones invasivas y resistencias antiflingicas (Keighley, et
al., 2024).
Produccién de una variedad de metabolitos antiftingicos y
E. nigrum Ascomycota pigmentos como flavipina, epicorazinas Ay B, epirodina, Reacciones alérgicas y sinusitis fungica (Charron, et al., 2022).

epicoclononay una variedad de pigmentos carotenoides. En
la fabricacidn biosintética de nanoparticulas de platay oro.

I. fumosorosea  Ascomycota Micro Insecticida contra plagas agricolas (Fundacion Presenta riesgos potenciales por metabolitos secundarios
’ ¥ PROINPA, 2019; Nava, 2022). (mycotoxinas) (Weng, et al., 2019)
" Agente de biocontrol de insectos y bioinoculante de El riesgo directo a salud humana es bajo en poblacién general
M. robertsii Ascomycota K .
plantas (Mesquita, et al., 2023). al ser entomapatogeno empleado en hiocontrol.

Alergias respiratorias y asma en ambientes interiores con
moho, infecciones oculares o sistémicas raras en pacientes
vulnerables (Yong Joo, et al., 2005).

Patdgeno oportunista vinculado a infecciones invasiva como
fungemia, infecciones del tracto urinario, endocarditis, etc.
(L, et al., 2020).

Produccién de penicilina; metabolitos secundarios;

P.chrysogenum Ascomycota . .
fysog ¥ biorremediacion de suelos (Xu, et al., 2015).

Produccion de micotoxinas; deterioro alimentario; enzimas

T. asahii Basidiomycota hidroliticas (Fierro, et al., 2022).

5.- Conclusiones

El trabajo realizado permiti®6 mantener una coleccion de hongos filamentosos vy
levaduriformes adecuadamente conservada y caracterizada, proveniente de diversas fuentes,
lo que representa un aporte significativo para el estudio de la diversidad fungica. La
identificacion morfolégica de los aislados, basada en caracteristicas microscépicas vy
coloniales, permiti6 una primera aproximacion taxonémica confiable, que fue fortalecida
mediante la evaluacion fisiologica y los ensayos de crecimiento bajo diferentes condiciones
ambientales, evidenciando la variabilidad adaptativa de los organismos estudiados. Por otro
lado, la aplicacién de herramientas moleculares, particularmente la extraccion de ADN vy la
amplificacion de la region ITS mediante PCR, brinda datos para robustecer el banco de
secuencias del Laboratorio de Micologia Basica, del Departamento de Microbiologia y
Parasitologia, UNAM.

Este estudio, apoyado por una revisidon bibliografica, resalta el potencial

biotecnoldgico y la relevancia en salud publica de las especies identificadas, sentando bases

sélidas para estudios posteriores y aplicaciones futuras.
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6.- Metas alcanzadas

Se realizd la conservacion, identificacidon morfoldgica, fisiolégica y molecular para

hongos filamentosos y levaduriformes, a fin de ampliar el conocimiento sobre su diversidad y

potenciar sus aplicaciones en biotecnologia y salud publica.

1.

Se preservaron muestras representativas de hongos filamentosos y levaduriformes
provenientes de diversas fuentes.

Se identificaron morfolégicamente los aislados mediante técnicas microscopicas y
caracteristicas morfolégicas coloniales.

Se realizaron ensayos de crecimiento y respuesta a variables ambientales
(temperatura, nutrientes).

Se implementaron técnicas moleculares como: extraccion de ADN, PCR, para la
amplificacion de la region ITS.

Se logré la descripcion sistematica de la informacion morfoldgica, fisiologica y
molecular de los aislados analizados, complementada con una revision bibliografica
del potencial biotecnolégico y de la relevancia en salud publica de las especies

identificadas.
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ANEXO 1
Medios
APD

El medio de APD se prepar6 de la siguiente manera:

1.

Preparacion del extracto de papa:

Tras lavar y pelar papas, se hierven en agua destilada y se filtra el liquido.

Mezcla de ingredientes:

El agregado agar-agar y dextrosa al liquido filtrado depende de la cantidad requerida.

En el caso de 500 mL liquido filtrado (extracto de papa) se afiaden 10 g de Dextrosa
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y 7.5 g de Agar (ambos compuestos son de la marca BIOXON, México), resultando
en aproximadamente 20 cajas de petri grandes. Posterior al afadido y mezclado, se
coloca en el autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Enfriamiento y esterilizacion:

Dejar enfriar hasta 40-45 °C.

Ajuste de Ph:

Antes de colocar el contenido en cajas Petri estériles, se ajusta a un Ph de 3.5 +/- 0.2,

agregando 14 mL de una solucion estéril de acido tartarico al 10%.

Agar Sabouraud

El medio de SDA se prepar6 de la siguiente manera:

1.

Mezcla de ingredientes: Disolver 65 g de medio deshidratado (Agar Dextrosa
Sabouraud, BIOXON, México) en 1 L de agua destilada, dejando remojar de 10 a 15
min, posteriormente mezclando hasta obtener una suspension uniforme. Luego se

calienta y hierve durante 1 min.

2. Distribuir y esterilizar a 118-121°C durante 16 minutos.

YPG

El medio de APD se prepar6 de la siguiente manera:

1.

Disolver los componentes:

Mezcla los ingredientes en agua destilada, en el caso de 1 L de agua destilada se
anaden 40 g de Glucosa, 10 g de Peptona Biotriptasa (ambos compuestos son de
BIOXON, México) y 10 g de extracto de levadura.

Esterilizar el medio:

Lleva a esterilizar el medio en autoclave a 121°C durante 15-20 min.

Distribuir el medio:

Vierte el medio esterilizado en Matraz Erlenmeyer, 100 mL para un matraz de 250 mL

0 200 mL para un matraz de 500 mL.
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ANEXO 2

Alternaria alternata

SDA APD

Figura 24. Crecimiento de Alternaria alternata a 28 ° C.

APD

Figura 25. Crecimiento de Alternaria alternata a 37 ° C.
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Akanthomyces lecanii

SDA APD

SDA APD

Figura 27. Crecimiento de Akanthomyces lecanii a 37 ° C.
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Aspergillus niger

SDA APD

Figura 29. Crecimiento de Aspergillus niger a 37 ° C.
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Candida tropicalis

SDA APD

Figura 31. Crecimiento de Candida tropicalis a 37 ° C.
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Epicoccum nigrum

SDA APD

Figura 32. Crecimiento de Epicoccum nigrum a 28 ° C.

SDA ‘ APD

Figura 33. Crecimiento de Epicoccum nigrum a 37 ° C.
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Isaria fumosorosea

SDA ' APD

Figura 34. Crecimiento de /saria fumosorosea a 28 ° C.

SVDAV APD

Figura 35. Crecimiento de /saria fumosorosea a 37 ° C.
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Metarhizium robertsii

SDA APD

Figura 36. Crecimiento de Metarhizium robertsii a 28 ° C.

Figura 37. Crecimiento de Metarhizium robertsii a 37 ° C.
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Penicillium chrysogenum

| 4 3.}:‘:&’

SDA APD

SDA APD

Figura 39. Crecimiento de Penicillium chrysogenum a 37 ° C.
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Trichosporon asahii

SDA APD

Figura 40. Crecimiento de Trichosporon asahiia 28 ° C.

SDA APD

Figura 41. Crecimiento de Trichosporon asahiia 37 ° C.
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