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Caracterización molecular de tres aislados fúngicos obtenidos de la Reserva Ecológica Manglares 

Churute 
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Tutor: Blgo. Xavier Álvarez Montero, Ph.D. 

Co-tutor: Ing. Efrén Santos Ordoñez, Ph.D.  

 

Resumen 

Los ecosistemas de manglar por sus condiciones fisicoquímicas confieren un hábitat idóneo para el 
desarrollo de hongos, predominantemente el grupo de los ascomicetos marinos manglícolas  que 
pueden encontrarse en material lignocelulósico de plantas de mangle. El objetivo de la presente 
investigación fue caracterizar molecularmente tres aislados fúngicos de la Reserva Ecológica 
Manglares Churute mediante el análisis de las secuencias de ADNr de las regiones ITS, LSU y TEF1-
α, y evaluar el mejor método de extracción de ADN genómico fúngico por lisis celular mecánica. Los 
resultados demostraron que el mejor método de extracción de ADN fue el método combinado de 
lisis celular mecánica con mortero, vórtex y perlas de acero. Se identificó molecularmente tres 
ascomicetos, dos a nivel de especie correspondientes a Verruculina enalia y Aigialus parvus con 
porcentajes de similitud de identidad superiores a 99.00% con las tres regiones, presentando los 
mayores porcentajes con LSU, con valores de 99.88% y 100%, e ITS con 99.80% para V. enalia, 
mientras que para A. parvus, LSU e ITS presentaron valores de 100%. El aislado restante se logró 
identificar a nivel de género establecido como Cladiophialophora sp., únicamente con la región LSU, 
con porcentajes de identidad de 98.70% y 99.86%, con la región TEF1-α se obtuvo un porcentaje de 
93.80% para el mismo género, mientras que con la región ITS no se pudo realizar el análisis debido 
a que la secuencia obtenida salió contaminada. Concluyendo que las tres regiones evaluadas 
permiten determinar la taxonomía y relaciones filogenéticas de ascomicetos. 
 
 
Palabras claves: ADN, ascomicetos marinos, ITS, LSU, TEF1-α.   
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Abstract 

Mangrove ecosystems, due to their physicochemical conditions, confer an ideal habitat for the 
development of fungi, predominantly the group of manglicolous marine ascomycetes, that can be 
found in lignocellulosic material of mangrove tree. The objective of the present investigation was to 
molecularly characterize three fungal isolates from the Churute Mangrove Ecological Reserve by 
analyzing the rDNA sequences of the ITS, LSU and TEF1-α regions, and to evaluate the best method 
of extraction of fungal genomic DNA by mechanical cellular lysis. The results demonstrated that the 
best method of DNA extraction was the combined method of mechanical cell lysis with mortar, 
vortex, and steel beads. Three ascomycetes were molecularly identified, two at the species level 
corresponding to Verruculina enalia and Aigialus parvus with percentages of identity similarity 
greater than 99.00% with the three regions, presenting the highest percentages with LSU, with 
values of 99.88% and 100%, and ITS with 99.80% for V. enalia, while for A. parvus, LSU and ITS 
presented values of 100%. The remaining isolate was identified at the genus level established as 
Cladiophialophora sp., Only with the LSU region, with identity percentages of 98.70% and 99.86%, 
with the TEF1-α region a percentage of 93.80% was obtained for the same genus. In contrast, with 
the ITS region the analysis could not be performed because the obtained sequence was 
contaminated. It was concluding that the three evaluated regions allow us to determine the 
taxonomy and phylogenetic relationships of ascomycetes. 
 
Keywords: DNA, marine ascomycetes, ITS, LSU, TEF1-α.   
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Caracterización molecular de tres aislados fúngicos obtenidos de la 

Reserva Ecológica Manglares Churute 

Resumen 

Los ecosistemas de manglar por sus condiciones fisicoquímicas confieren un 

hábitat idóneo para el desarrollo de hongos, predominantemente el grupo de los 
ascomicetos marinos manglícolas que pueden encontrarse en material 
lignocelulósico de plantas de mangle. El objetivo de la presente investigación fue 

caracterizar molecularmente tres aislados fúngicos de la Reserva Ecológica 
Manglares Churute mediante el análisis de las secuencias de ADNr de las 

regiones ITS, LSU y TEF1-α, y evaluar el mejor método de extracción de ADN 
genómico fúngico por lisis celular mecánica. Los resultados demostraron que el 
mejor método de extracción de ADN fue el método combinado de lisis celular 

mecánica con mortero, vórtex y perlas de acero. Se identificó molecularmente 
tres ascomicetos, dos a nivel de especie correspondientes a Verruculina enalia 

y Aigialus parvus con porcentajes de similitud de identidad superiores a 99.00% 
con las tres regiones, presentando los mayores porcentajes con LSU, con 
valores de 99.88% y 100%, e ITS con 99.80% para V. enalia, mientras que para 

A. parvus, LSU e ITS presentaron valores de 100%. El aislado restante se logró 
identificar a nivel de género establecido como Cladiophialophora sp., únicamente 

con la región LSU, con porcentajes de identidad de 98.70% y 99.86%, con la 
región TEF1-α se obtuvo un porcentaje de 93.80% para el mismo género, 
mientras que con la región ITS no se pudo realizar el análisis debido a que la 

secuencia obtenida salió contaminada. Concluyendo que las tres regiones 
evaluadas permiten determinar la taxonomía y relaciones filogenéticas de 

ascomicetos.  

 

 

Palabras claves: ADN, ascomicetos marinos, ITS, LSU, TEF1-α.   
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Molecular characterization of three fungal isolates obtained from the 

Manglares Churute Ecological Reserve 

Abstract 

Mangrove ecosystems, due to their physicochemical conditions, confer an ideal 

habitat for the development of fungi, predominantly the group of manglicolous 
marine ascomycetes, that can be found in lignocellulosic material of mangrove 
tree. The objective of the present investigation was to molecularly characterize 

three fungal isolates from the Churute Mangrove Ecological Reserve by 
analyzing the rDNA sequences of the ITS, LSU and TEF1-α regions, and to 

evaluate the best method of extraction of fungal genomic DNA by mechanical 
cellular lysis. The results demonstrated that the best method of DNA extraction 
was the combined method of mechanical cell lysis with mortar, vortex, and steel 

beads. Three ascomycetes were molecularly identified, two at the species level 
corresponding to Verruculina enalia and Aigialus parvus with percentages of 

identity similarity greater than 99.00% with the three regions, presenting the 
highest percentages with LSU, with values of 99.88% and 100%, and ITS with 
99.80% for V. enalia, while for A. parvus, LSU and ITS presented values of 100%. 

The remaining isolate was identified at the genus level established as 
Cladiophialophora sp., Only with the LSU region, with identity percentages of 

98.70% and 99.86%, with the TEF1-α region a percentage of 93.80% was 
obtained for the same genus. In contrast, with the ITS region the analysis could 
not be performed because the obtained sequence was contaminated. It was 

concluding that the three evaluated regions allow us to determine the taxonomy 
and phylogenetic relationships of ascomycetes. 

 

Keywords: DNA, marine ascomycetes, ITS, LSU, TEF1-α.
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1. INTRODUCCIÓN 

El ecosistema de manglar se encuentra en zonas costeras, tropicales y 

subtropicales, presenta altos niveles de salinidad, mareas constantes, vientos 

fuertes y temperaturas altas, que le confieren un carácter dinámico y complejo, 

que provee condiciones favorables para el desarrollo de una variedad de  

microorganismos, como bacterias y hongos (Nambiar & Raveendran, 2009).  

Los manglares son el hábitat idóneo para la comunidad de hongos marinos de 

manglar. Estos hongos pueden dividirse en saprofitos, simbiontes o parásitos. O 

como hongos inferiores que comprenden los oomicetos y los thraustochytridios, 

y hongos superiores, como los ascomicetos y basidiomicetos (Deshmukh, Gupta, 

Prakash, & Sudhakara Reddy, 2018).  

Los hongos marinos de manglar pueden encontrarse en material lignocelulósico, 

como sustratos leñosos, restos vegetales, raíces, hojas y tallos de plantas de 

mangle (Nambiar & Raveendran, 2009). De los hongos marinos, los ascomicetos 

son el grupo predominante, debido a que han desarrollado ciertas modificaciones 

fisiológicas (apéndices en sus esporas, para la fijación al sustrato o mantenerse 

suspendidos), como mecanismo de adaptación a un hábitat diferente, que les 

han permitido desarrollarse con éxito dentro de este ecosistema (Kohlmeyer & 

Volkmann K, 1987). También pueden encontrarse ascomicetos facultativos que 

pueden ser fitopatógenos o patógenos humanos oportunistas (Das, Lee, & Jung, 

2019).  

Los ascomicetos marinos manglícolas, tienen un rol fundamental dentro de los 

manglares, porque son la base de la cadena trófica dentro del ecosistema, 

debido a su sistema enzimático, capaz de degradar el material lignocelulósico, 

lo que influye directamente en el ciclo de los nutrientes, por la gran producción 

de detritos orgánicos (Kohlmeyer, J., 1968), que son aprovechados por otros 

microorganismos para su desarrollo y que a su vez proporcionan los nutrientes 

necesarios para otros microorganismos incapaces de degradar el material 

lignocelulósico (Odum & Heald, 1975). 

Las condiciones únicas del ecosistema de manglar, influyen en la fisiología  y 

morfología de los microrganismos que lo habitan, estimulando mecanismos de 
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adaptación y defensa a estas condiciones, como la producción de una variada 

gama de metabolitos secundarios que se clasifican según su actividad biológica 

(Debbab, Aly, & Proksch, 2013). 

Entre los microrganismos productores de metabolitos secundarios, el grupo de 

los ascomicetos marinos, así como los  ascomicetos manglícolas, se consideran 

de mayor importancia científica, por la producción de abundantes moléculas con 

importantes actividades biológicas, como consecuencia de la adaptación a las 

condiciones medioambientales del ecosistema de manglar (Deshmukh et al., 

2018). Estas moléculas presentan diversas aplicaciones industriales, 

especialmente biotecnológicas, y se pueden clasificar como citotóxicas, 

antitumorales, antimicrobianas, antifúngicas, etc., (Debbab et al., 2013). 

Debido a esto en la actualidad la comunidad científica se ha enfocado en las 

búsquedas de nuevos productos naturales obtenidos a partir de hongos marinos, 

microorganismos que han tomado mayor importancia en los últimos años, por su 

elevada actividad farmacológica (Fathurohman, Pratita, Khusnul, Yuliana, & 

Suhartati, 2019). Resaltando la necesidad de conocer su identificación 

taxonómica, diversidad, distribución y ecología, para el entendimiento de su 

relación con la biota y los parámetros ambientales que influyen en su 

metabolismo, que a su vez repercuten en la producción de moléculas bioactivas 

( Xu et al., 2015; Azevedo & Quecine, 2017). 

Anteriormente los datos morfológicos de estructuras reproductivas sexuales y 

asexuales, así como la forma de crecimiento en el medio (forma de colina, color 

de micelio, etc.,), era la base fundamental para la identificación taxonómica de 

casi todos los hongos (Liew, Guo, Ranghoo, Goh, & Hyde, 1998). En la 

actualidad aún se utilizan estos métodos, aunque de manera general solo hasta 

nivel de familia, y especialmente para entender cómo dichas estructuras cambian 

a través del tiempo, pero no siempre dan resultados exactos en la identificación 

a nivel de especie, porque las características fenotípicas suelen ser muy 

variables en los diferentes medios de cultivo, pueden tener un crecimiento de 

estructuras de esporulación muy símiles entre especie o pueden no presentar 

esporulación, impidiendo su correcta identificación (Hyde et al., 2013).  
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Las deficiencias de la identificación morfológica llevó al uso de técnicas de 

identificación molecular como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

basada en ADN mediante el uso de marcadores moleculares fúngicos (Hyde et 

al., 2013).  

Debido a que el estudio de hongos de manglar ha tomado mayor relevancia en 

los últimos años por considerarse una potencial fuente de compuestos bioactivos 

de importancia biotecnológica, la técnica reacción en cadena de la polimerasa 

es muy empleada con el propósito de determinar la diversidad, taxonomía y 

relaciones filogenéticas de las comunidades de hongos endófitos, presentes en 

diversos tejidos foliares, tallos y raíces de plantas de manglar (Loganathachetti , 

Poosakkannu, & Muthuraman, 2017).  

En la última década se han incrementado el uso de genes como marcadores 

moleculares utilizados en la identificación, taxonomía y sistemática fúngica. 

siendo así los marcadores moleculares más utilizados para este fin el espaciador 

trascrito interno nuclear (ITS) de los genes de ARN ribosómico, regiones como 

el gen de la subunidad grande del ribosoma nuclear 28S (LSU), o intrones de 

ciertos genes que codifican proteínas como las ARN polimeras, la subunidad  

grande de ARN polimerasa II (RPB1), segunda subunidad grande de ARN 

polimerasa II (RPB2) (Dizkiric & Kalmer, 2019), β-tubulina, γ-actina y factor de 

elongación EF-1α (TEF1-α) que pueden utilizarse solas o combinadas para 

determinar la taxonomía y relaciones filogenéticas (Singh & Gupta, 2017). 

Por lo anterior descrito, el presente estudio tiene como objetivo caracterizar 

molecularmente tres aislados fúngicos obtenidos de la Reserva Ecológica 

Manglares Churute, a partir de la obtención de cultivos monospóricos, además 

de su caracterización morfológica, y estandarizar un protocolo de extracción de 

ADN genómico para ascomicetos marinos manglícolas. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo general 

Caracterizar molecularmente tres aislados fúngicos obtenidos de la 

Reserva Ecológica Manglares Churute. 

2.2. Objetivos específicos 

• Obtener tres aislados monospóricos de ascomicetos provenientes del 

manglar de la Reserva Ecológica Manglares Churute. 

• Implementar un protocolo de extracción de ADN genómico fúngico de alta 

calidad. 

• Caracterizar molecularmente tres aislados fúngicos, mediante análisis 

bioinformáticos de las secuencias del ITS, LSU y TEF1-α. 
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3. ANTECEDENTES 

El uso de técnicas de biología molecular para la identificación, clasificación 

taxonómica y sistemática fúngica empezó al inicio de la década de los 90, con 

los primeros trabajos realizados a partir de información de ADN, donde utilizaron 

herramientas moleculares para comparar secuencias de ADN de hongos a partir 

del porcentaje de similitud de homología (De Bertoldi, Lepidi, & Nuti, 1973; 

Kuninaga & Yokosawa, 1985), especialmente de la región del ARN ribosómico 

nuclear (ARNr), de toda la región del espaciador transcrito interno (ITS1, 5,8S, 

ITS2) y la subunidad grande del ribosoma (LSU-26S 28S) con la descripción e 

implementación de primers específicos para cada región, para establecer 

relaciones filogenéticas en diferentes niveles taxonómicos superiores e inferiores 

(Bruns, White, & Taylor, 1991; Seifert, Wingfield, & Wingfield, 1995; Dizkiric & 

Kalmer, 2019). 

Además de los genes ribosómicos nucleares también se han propuesto para la 

identificación, clasificación taxonómica y relaciones filogenéticas de hongos los 

genes codificadores de proteínas, la subunidad más grande de ARN polimerasa 

II (RPB1), segunda subunidad más grande de ARN polimerasa II (RPB2), factor 

de elongación de traducción (TEF1-α) y beta-tubulina (Dizkiric & Kalmer, 2019). 

La región ITS del ADN ribosómico nuclear, se ha convertido en el marcador 

molecular por excelencia para la identificación fúngica molecular y sistemática 

de una manera rápida y precisa, contando con 90000 secuencias almacenadas 

en bases de datos públicas (Schoch et al., 2012). Esta región presenta una 

variación intraespecífica elevada, se amplifica fácilmente incluso con bajas 

concentraciones de ADN, por tales motivos es considerada el código de barras 

y el marcador estándar para los hongos, permitiendo llegar hasta una 

identificación de especie (Gherbawy & Voigt, 2010; Nilsson, 2011).  

Aunque los ITS se han declarado los marcadores moleculares más utilizados en 

sistemática fúngica, existen otras regiones como el gen de la subunidad grande 

del ribosoma nuclear 28S (LSU) que se encuentra ubicado cerca de la región ITS 

y ha sido ampliamente utilizado para establecer relaciones filogenéticas entre 
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hongos. Aunque su uso en Ascomicetos ha demostrado tener menor poder de 

identificación y diferenciación que en Basidiomicetos (Dizkiric & Kalmer, 2019).  

Otro marcador molecular generalmente utilizado en hongos es el gen del factor 

de elongación (TEF1-α) es un gen altamente conservado y brinda información 

hasta nivel de especie para una gran variedad de hongos, especialmente del 

grupo de ascomicetos, y a través del tiempo  ha sido muy utilizado tanto para 

taxonomía y filogenética de varios hongos (Hasegawa, Ota, Hattori, & Kikuchi, 

2010). El TEF1-α actualmente se ha declarado como el segundo código de 

barras en hongos por presentar una resolución en muchos casos mayor que el 

marcador ITS (Raja, Miller, Pearce, & Oberlies, 2017).  

A partir de estas investigaciones, los métodos moleculares mediante la 

secuenciación del ADN y el empleo de marcadores moleculares fúngicos han 

sido utilizados como una herramienta básica en el área de micología para 

establecer clasificaciones taxonómicas y relaciones filogenéticas, permitiendo 

llegar a una identificación a niveles de orden, género e incluso de especie, hasta 

convertirse en herramientas imprescindibles para estudios de clasificación 

sistemática fúngica (Bridge, Spooner, & Roberts, 2005).    

Aunque a nivel mundial el estudio de hongos ha tomado mayor relevancia, el 

estudio orientado a hongos marinos específicamente de manglar está siendo 

cada vez más explorado, porque han sido una importante fuente de obtención 

de una gran variedad de hongos microscópicos, tanto endófitos, saprobios y 

patógenos, que han demostrado tener importantes aplicaciones biotecnológicas, 

encontrándose en estructuras desde raíces, tallos, hojas o material vegetal en 

descomposición, impulsando cada vez más el estudio de este tipo de 

ecosistemas y las especies de hongos ahí presentes (Loganathachetti , 

Poosakkannu, & Muthuraman, 2017).  

Las primeras investigaciones de hongos endófitos en manglares fueron 

realizadas por Schmit & Shearer, (2003), donde realizaron un estudio de 

comunidades fúngicas asociados a plantas de mangle y lograron reportar un total 

de 625 aislados fúngicos, divididos en 278 ascomicetos, 30 basidiomicetos y 14 

oomicetos. Este estudio concluyó que los bosques de manglar son puntos de 
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interés para el descubrimiento de una variedad de hongos marinos, 

principlamente debido a que sus tejidos, como ramas y raíces que se encuentran 

sumergidas en el agua durante un periodo permanente o temporal por efecto de 

las mareas, asumiendo que los hongos endofitos ayudan a la planta a soportar 

dichas concidiones de estrés ambiental.  

Hyde et al., (2013), realizaron un estudio acerca del proceso y los componentes 

empleados en estudios moleculares, dirigida a principiantes que deseaban 

dedicarse a desarrollar dichas metodologías, ya que un estudio taxonómico está 

compuesto por varios pasos. Debido a que el uso de métodos moleculares había 

tomado mayor relevancia en estudios dentro del área de micología, para la 

clasificación sistemática, taxonómica, y el entendimiento de la ecología fúngica,  

Los autores lograron detallar todos los aspectos a considerar y los pasos de 

laboratorio a seguir y finalmente la interpretación de datos, para lograr obtener 

desde ADN de buena calidad, las secuencias y posterior identificación de los 

hongos.  

Mirhendi et al., (2015) evaluaron la capacidad de identificación molecular a nivel 

de especie del gen TEF1-α como un nuevo marcador molecular en la 

identificación de una variedad de hongos patógenos humanos en comparación 

con el marcador molecular ITS, amplificando las regiones TEF1-α mediante la 

técnica de PCR y comparando las secuencias obtenidas con las depositadas en 

el GenBank. Este estudio concluyó que el gen del factor de elongación se 

amplificó exitosamente en todos los aislados presentando un gran porcentaje de 

resolución entre especies, demostrando que la especificidad y poder de 

resolución del gen TEF1-α era mayor que la región ITS.  

Hamzah et al., (2018) realizaron un estudio de hongos del tejido foliar de mangle, 

realizando una identificación morfológica complementada con la identificación 

molecular, amplificando la región del gen del ARN ribosómico nuclear del ITS 

con el uso de los primers ITS1-F e ITS4 y comparando por homología las 

secuencias obtenidas con la herramienta BLAST de la base de datos GenBank-

NIH. En total reportaron 305 aislados, de ellos 101 fueron sometidos al método 

de identificación molecular usando la región ITS, logrando amplificar 78 muestras 
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pertenecientes mayormente a la división Ascomycota, con 75 ascomicetos y 3 

basidiomicetos, con un porcentaje de similitud desde 91.00% y 100%.  

Kumar et al., (2019) realizaron un estudio de las comunidades fúngicas 

asociadas a residuos lignocelulósicos de mangle, en el cual reportaron una 

nueva especie de hongos ascomicetos perteneciente al género Rhytidhysteron 

que se ha descrito como patógeno humano causando micosis subcutáneas en 

personas con  trastornos de inmunodeficiencia a partir de la comparación de 

secuencias obtenidas con otras especies aceptadas dentro de ese género, 

mediante el uso de estructuras morfológicas y análisis molecular de varios genes 

del ADN ribosomal (LSU) con la pareja de primers (LROR y LR5), la región del 

ITS con los primers (ITS5 & ITS4), y la región TEF1-α con los primers (EF1-983F 

y EF1-2218R). 

Badali et al., (2009) reportaron una nueva especie de Cladophialophora obtenido 

de restos lignocelulósicos del ambiente utilizando las secuencias del ITS y TEF1-

α. La secuencia generada y comparada con secuencias presentes en la base de 

datos GenBank presentó un elevado porcentaje de similitud con especies del 

género, Los árboles filogenéticos con las dos secuencias se basaron en el 

método de Neighbor-joining, validado con el método de máxima parsimonia, 

considerando valores superiores a 80%, que demostraron que la secuencia 

estudiada se agrupó dentro del clado del género Cladophialophora¸ con valores 

de bootstrap de 81% con ITS cercano a C. devriesii, considerándose su pariente 

más cercano, al igual que con TEF1-α que la relaciona con la misma especie. 

Feng et al., (2013) aislaron de tejidos vegetales del suelo de manglar una nueva 

especie de Cladophialophora, con el análisis filogenético de ITS con los primers 

ITS1 e ITS4 el cual se realizó por la complejidad de identificación morfológica 

debido a estructuras símiles a otra especie del género. Los árboles filogenéticos 

fueron construidos utilizando el programa MEGA v.5.05 con el método Neighbor-

joining y un valor bootstrap de 500 repeticiones considerándose solo por encima 

del 70%, donde obtuvieron que la secuencia obtenida difería a las de las 

especies del género Cladophialophora existentes en bases de datos públicas, 
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presentando un porcentaje del 86% con C. chaetospira representando la especie 

más cercana filogenéticamente.  

Obase, Douhan, Matsuda, & Smith, (2015) aislaron y describieron a partir del 

suelo dos nuevas especies de Cladophialophora empleando las secuencias del 

ITS y LSU, debido a que han sido mayormente secuenciadas para el género y 

sus taxones más cercanos, especialmente el ITS, al contrario de la región TEF1-

α que presenta pocas especies secuenciadas para el género. A partir del análisis 

filogenético pudieron describir los dos aislados como dos especies nuevas 

porque sus secuencias difirieron con todas las especies reportadas para 

Cladophialophora, y otros géneros más cercanos, además difirieron 

filogenéticamente entre ellas a pesar de presentar estructuras morfológicas 

similares entre sí. 

A nivel nacional los estudios de hongos marinos manglícolas son escasos. En 

Ecuador solo existen tres estudios orientados a la presencia de hongos marinos. 

Pero estos trabajos se han basado únicamente en descripciones morfológicas 

de las estructuras reproductoras; así tenemos los trabajos realizados por 

Kohlmeyer & Volkmann K, (1987), en las islas Galápagos, donde reportaron 32 

aislados fúngicos, pertenecientes a 26 especies de ascomicetos, un 

basidiomiceto y cinco deuteromicetes. Este estudio además determinó que los 

aislados encontrados a lo largo de las costas de las islas eran especies que ya 

han sido reportadas en otras zonas geográficas.  

Álvarez, (2011), evaluó por primera vez la diversidad y caracterización 

taxonómica de los hongos marinos lignícolas del manglar de Palmar, y reportó 

siete especies y un género de ascomicetos correspondiente a tres teleomorfos y 

cuatro anamorfos con su respectiva descripción y clasificación taxonómica. 

Álvarez, Tamayo, Moscoso, Robles, & Almeida, (2019), en un estudio realizado 

en la Reserva Ecológica Manglares Churute reportaron 12 especies de 

ascomicetos marinos manglícolas, seis teleomorfos y seis anamorfos, que ya 

han sido reportadas para otras regiones del mundo. Siendo el segundo reporte 

de ascomicetos marinos en hábitat de manglar en la costa ecuatoriana, 

resaltando que en Ecuador a pesar de presentar diversos ecosistemas de 
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manglar los estudios enfocados en ascomicetos marinos eran inexistentes hace 

unos años, pero han tomado mayor importancia en la actualidad por sus posibles 

aplicaciones biotecnológicas.  

Sin embargo, debido a los escases de trabajos enfocados en la identificación 

molecular de hongos marinos en Ecuador, surge la necesidad de conocer la 

identidad exacta de estos organismos, superando el paso principal que es lograr 

un aislamiento y purificación de ADN de buena calidad y concentración, por eso 

es importante establecer protocolos para la extracción de ADN e identificación 

genética de estos.  

Por los motivos antes expuestos Saltos, (2012) evaluó tres protocolos de 

extracción de ADN genómico, con diferencias principales en la parte de la lisis 

celular, en un ascomiceto marino manglícola y posteriormente validó los 

protocolos en otros tres aislados, para establecer el mejor protocolo para la 

extracción de ADN genómico en ascomicetos marinos en Ecuador, para poder 

realizar estudios moleculares, como la PCR. Este estudio determinó que con los 

tres protocolos se logró obtener altas concentraciones de ADN, de las cuatro 

cepas de ascomicetos marinos evaluados, pero estandarizó un protocolo como 

el más aplicable debido a la obtención de una concentración más alta de ADN. 

Los resultados aquí descritos sugieren que mediante el uso de LSU, el TEF1-α 

e ITS se puede caracterizar molecularmente al grupo de los ascomicetos marinos 

manglícolas, como complemento de una previa identificación morfológica, con el 

fin de determinar la identidad exacta de los hongos marinos desde nivel de 

familia, género y especie y de esta manera conocer el componente fúngico 

presente en una zona de estudio. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. Aislamiento y obtención de cultivos monospóricos de 

ascomicetos. 

La obtención de los aislados se realizó a partir de material lignocelulósico 

proveniente del manglar de la Reserva Ecológica Manglares Churute acorde a lo 

descrito por Goh & Hanlin, (1997). Una vez localizados los cuerpos fructíferos se 

procedió a la extracción de las ascosporas o conidios bajo condiciones asépticas, 

para su caracterización morfológica y obtención de cultivos monospóricos (CM). 

Los CM se obtuvieron a partir de una suspensión de esporas inoculada en medio 

de cultivo Papa Dextrosa agar (PDA) (Farmacopeas USP/EP/JP.) suplementado 

con sulfato de estreptomicina (250 mg mL-1) y penicilina (250 mg mL-1). Los 

cultivos se observaron bajo el microscopio cada 24h en busca de esporas 

germinadas, una vez localizadas se trasladaron a Placas de Petri con PDA para 

su posterior evaluación. 

4.2. Condiciones de cultivo  

Los aislados se cultivaron de forma rutinaria en los medios de cultivos Agar 

Extracto de malta y levadura (YM) y Jugo Vegetal V8 (V8) (Tabla 1 y 2) ajustados 

a pH 8,2, salinidad de 20 ‰, e incubados a 30°C. La obtención de micelio para 

la caracterización molecular se realizó mediante la inoculación de micelio del 

cultivo monospórico (Anexo 1) a un volumen final de 250 mL de Caldo Papa 

Dextrosa (PDB) (Tabla 3), con agitación constante a 120 rpm, suplementado con 

dos antibacterianos penicilina y estreptomicina (0,0125 g L-1), y condiciones de 

crecimiento controladas por un periodo de 10 días.  
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Tabla 1. Composición del medio de cultivo Agar Extracto de Malta y Levadura 

(YM) (1000 mL). 

 

Reactivo Cantidad 

Agua de mar  1000 mL 

Extracto de levadura  4 g L-1 

Extracto de malta 12 g L-1 

Dextrosa  4 g L-1 

Sulfato de estreptomicina 250 mg mL-1 

Penicilina 250 mg mL-1 

 

Tabla 2. Composición del medio de cultivo Jugo Vegetal V8 (1000 mL). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Composición del medio de Cultivo Papa Dextrosa (PD) (1000 mL). 

 

Reactivo Cantidad 

Extracto de papa  500 mL 

Dextrosa 20 mg mL-1 

Agua de mar 500 mL 

Sulfato de estreptomicina  250 mg mL-1 

Penicilina  250 mL-1 

 

 

Reactivo  

 

Cantidad 

Jugo vegetal V8 150 mL 

Agua de mar  850 mL 

Extracto de levadura 850 g L-1 

Sulfato de estreptomicina 250 mg mL-1 

Penicilina 250 mg mL-1 
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4.3. Caracterización morfológica 

La identificación morfológica de los aislados fúngicos consistió en la observación 

de  estructuras de reproducción como tamaño, forma y color de las ascosporas 

o conidios, mediante el uso de claves taxonómicas Kohlmeyer & Kohlmeyer, 

(1979); Jones, Sakayaroj, Suetrong, Somrithipol, & Pang, (2009). La 

visualización de estructuras se realizó en las instalaciones del área de Plancton 

del Instituto Nacional de Pesca (INP) mediante el empleo de un microscopio 

óptico (Leica) y la medición de estas se realizó empleando el Software Digital 

Image System. 

4.4. Extracción del ADN genómico  

El ADN genómico total se aisló utilizando el protocolo desarrollado por Morin, 

Vallaeys, Hendrickx, Natalie, & Wilmotte, (2010) aplicando el método tradicional 

SDS (dodecilsulfato de sodio) y proteinasa K con ciertas modificaciones. Se 

evaluaron cuatro métodos de extracción de ADN por lisis celular mecánica: 1) 

sonicación, 2) mortero, 3) perlas de acero y 4) un método combinado (mortero, 

perlas de acero y vórtex). Los resultados para cada método se obtuvieron en 

base a sus concentraciones en ng/µL y valores de espectrofotometría según sus 

absorbancias a partir de los cuales se seleccionó el método 4 como el más 

adecuado (Tabla 5).  

4.4.1. Protocolo de extracción y purificación de ADN 

• Se colectó el micelio fresco de cada aislado mediante filtración con gasa 

a partir del medio de cultivo puro Caldo Papa Dextrosa y se secó con 

papel filtro. 

• Se pesó aproximadamente 30-50 mg de micelio fresco de cada muestra 

y se lo depositó en un tubo Eppendorf de 2 mL.  

• El micelio filtrado y pesado se trituró aplicando el método estandarizado 

anteriormente mencionado (manualmente con mortero más perlas de 

acero y aplicando vórtex máximo por 30 segundos).  

• La muestra triturada fue trasferida a un nuevo tubo Eppendorf de 2 mL. A 

cada tubo se le adicionó 500 L de tampón de lisis TES (Tris 100 mM, pH 

8,0: EDTA 10 mM y SDS al 2%).  
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• Se agregó 12,56 L de Proteinasa K (20 mg mL-1), se encubó los tubos a 

37°C durante 30 minutos. 

• Luego se adicionó 140 L de NaCl 5 M y 1/10 volumen de CTAB al 10%, 

y se colocó en un baño termostatado a 65 °C durante 10 minutos.  

• Se adicionó 1 volumen de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1), se colocó 

los tubos en hielo durante 5 min, luego se centrifugó a (10 min, 4°C, 14000 

rpm), luego se retiró el sobrenadante y se lo pasó a un nuevo tubo 

Eppendorf de 2 mL. 

• Al sobrenadante obtenido se le adicionó 225 L de acetato de amonio 5M, 

se colocó en hielo por cinco minutos y luego se centrifugó a (10 min, 4 °C, 

14000 rpm) (Anexo 2).  

• Al sobrenadante se le adicionó 0,5 volúmenes de isopropanol y luego 

cada tubo se colocó a -20 °C durante 30 minutos o 24 horas.  

• Luego de las 24 horas se centrifugó durante (20 min, 4°C, 14000 rpm), se 

eliminó el sobrenadante y al pellet obtenido se lo lavó con 1 mL de etanol 

frío al 70%, y posteriormente se centrifugó nuevamente por (5 min, 4°C, 

14000 rpm) y se descartó una vez más el sobrenadante. 

• El pellet se dejó secar entre 10 a 15 minutos dentro de la cámara de flujo 

laminar. 

• El ADN obtenido se resuspendió en 200 L de agua ultra pura.  

• El ADN fue cuantificado mediante el quipo NanoDrop (Thermo 

Scientific™). 

• Los valores obtenidos de la calidad de ADN a partir de sus absorbancias 

por espectrofotometría en NanoDrop se observan en medida de 

concentración en ng uL-1 en relación a las absorbancias A260 nm, A280 nm, 

260/280 nm y 260/230 nm.  

4.4.2. Condiciones de amplificación para PCR 

Se amplificaron dos regiones de genes del ADN ribosomal nuclear (LSU e ITS) 

y un gen codificador de proteínas (TEF1-α). 

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 50 L que contenía, 

25 L de GoTaq (2X), 2,5 μl de cada primer (10mM), 1 L de ADN genómico y 
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19 L de agua ultrapura. En todos los ensayos se utilizó reacciones sin ADN 

como control negativo. 

• Se mezcló todos los elementos necesarios para la amplificación por PCR 

para cada muestra.  

• A cada muestra se le adicionó 25 L de GoTaq® Green Master Mix (2X), 

que contenía ADN polimerasa Taq polimerasa, dNTP y MgCl2.  

• Se agregó 2,5 L de los primers Forward y Reverse (10 μM) previamente 

descritos para las diferentes reacciones. 

• Se adicionó 19 L agua desionizada y finalmente 1 L de ADN genómico 

de cada muestra por separado con un volumen final de 20 L. 

• La amplificación del ADN se realizó en el equipo de amplificación 

termociclador MultiGene™ OptiMax (Anexo 3). 

4.4.3. Primers utilizados   

Se utilizaron cuatro parejas de primers (Tabla 4) para los análisis de las 

secuencias de ADN del espaciador transcrito interno (ITS), del gen que codifica 

para el factor de elongación (TEF1-α) y de la ARN de la subunidad grande del 

ribosoma (LSU).  
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Tabla 4. Primers utilizados en la amplificación de PCR para las regiones TEF1-α, LSU e ITS. 
Primers Secuencia (5' a 3') Gen Referencia  Temperatura 

de fusión 

Tm (C˚) 

Tamaño 

esperado  

del 

amplicón 

(pb) 

Ef1-983F GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT TEF1-α Rehner & Buckley, 2005 61.2 °C 1200-1700 

Ef1-2218R ATGACACCRACRGCRACRGTYTG TEF1-α Rehner & Buckley, 2005 60.9 °C 1200-1700 

LR0R ACCCGCTGAACTTAAGC LSU Vilgalys & Hester, 1990 52.4 °C 1200-1500 

LR5 TCCTGAGGGAAACTTCG LSU Vilgalys & Hester, 1990 51.1 °C 1200-1500 

LR3R GTCTTGAAACACGGACC LSU Vilgalys & Hester, 1990 50.6 °C 1200-1500 

LR7 TACTACCACCAAGATCT LSU Vilgalys & Hester, 1990 45.6 °C 1200-1500 

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG ITS White et al., 1990 65 °C 500-750 

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC ITS White et al., 1990 58 °C 500-750 
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Las condiciones específicas para cada pareja de primers de los diferentes genes 

fueron las siguientes:    

4.4.4. Espaciador transcrito interno (ITS) 

Las regiones ITS se amplificaron utilizando los primers ITS1 

(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White, 

Bruns, Lee, & Taylor, 1990). Las amplificaciones de PCR se realizaron en un 

volumen final de 50 L. Las condiciones de PCR consistieron en un paso de 

desnaturalización inicial de 95°C durante 2 minutos seguido de 35 ciclos de 1) 

desnaturalización 95 °C durante 30 segundos, 2) hibridación (55 °C durante 30 

segundos), y 3) extensión (72 °C durante 1.30 minutos).  

4.4.5. Factor de elongación (TEF1-α) 

La región del factor de elongación de traducción (TEF1-α) se amplificó utilizando 

los primers Ef1-983F (GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT y Ef1-2218R 

(ATGACACCRACRGCRACRGTYTG) (Rehner & Buckley, 2005). Las 

amplificaciones de PCR se realizaron en un volumen final de 50 L. Las 

condiciones de PCR fueron las mismas que las de la región ITS. 

4.4.6. Subunidad grande del ribosoma (LSU) 

La región de la subunidad grande del ribosoma (LSU) se amplificó utilizando dos 

parejas de primers, LROR (ACCCGCTGAACTTAAGC) y LR5 

(TCCTGAGGGAAACTTCG); LR3R (GTCTTGAAACACGGACC) y LR7 

(TACTACCACCAAGATCT) (Vilgalys & Hester, 1990). Para los primers 

LR0R/LR5 las condiciones de amplificación de PCR fueron las mismas que las 

anteriores. Mientras que para los primers LR3R/LR7 las condiciones de PCR se 

realizó una variación en la etapa de hibridación con una temperatura de 59 °C 

durante 30 segundos, en lugar de 55 °C. 

4.4.7. Electroforesis en Gel de agarosa  

Luego del proceso de amplificación por PCR, los amplicones se analizaron 

mediante la técnica de electroforesis horizontal en gel de agarosa con 

concentración al 1% (Anexo 4), utilizando SYBR Safe (Invitrogen) como 

fluoróforo. Se tomó la foto del gel mediante el equipo Fotodocumentador (Omega 
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Fluor plus) para visualizarlo. Una vez analizados los productos de PCR se 

enviaron a secuenciar comercialmente (Macrogen USA). 

4.4.8. Análisis de secuencias  

Las secuencias obtenidas para las tres regiones se analizaron 

independientemente; se alinearon, y compararon mediante homología con las 

secuencias disponibles en la base de datos GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) con el programa informático Basic Local 

Alignment Search Tool (BLAST). Las secuencias se procesaron mediante el 

programa Geneious Prime (http://www.geneious.com) en donde se realizó una 

secuencia consenso por cada secuencia de PCR proveniente del mismo aislado 

fúngico y marcador molecular.  Todas las secuencias con cada juego de primers 

se analizaron y compararon por homología con BLASTn.  

4.5. Caracterización molecular 

Para la confirmación de especies de los aislados identificados morfológicamente 

se realizó la secuenciación y posterior análisis filogenético de los genes del 

espaciador transcrito interno (ITS), del factor de elongación (TEF1-α), y de la 

ARN de la subunidad grande del ribosoma (LSU), como se describe a 

continuación.    

4.5.1. Análisis filogenético 

Para la elaboración de árboles filogenéticos de las secuencias consenso se 

empleó el método Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987), utilizando el método 

estadístico Maximun Likelihood, a partir de todas las secuencias alineadas por 

MUSCLE utilizando el programa MEGA X (Kumar, Stecher, Li, Knyaz, & Tamura, 

2018), mediante los modelos Tamura-Nei, Kimura-2 parámetros, Tamura-3 

parámetros (dependiendo del mejor modelo analizado por MEGA X), y el método 

bootstrap (técnica estadística que genera un número elevado de pseudoréplicas 

del alineamiento original) con 1000 repeticiones para comprobar la máxima 

verosimilitud de todas las ramas (clados) producidas. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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5. RESULTADOS  

5.1. Identificación morfológica 

A partir de la identificación morfológica con las claves descritas anteriormente se 

identificó presuntamente dos de los aislados fúngicos tanto a nivel de género 

como especie, mientras que para el último aislado solo se describió las 

características de su colonia y forma de crecimiento en el medio de cultivo , 

debido a la ausencia de registros fotográficos. Para la caracterización 

morfológica y molecular los aislados fueron enumerados por aislados 1, 2 y 3 

para Verruculina enalia, Aigialus parvus y especie no identificada 

respectivamente.    
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5.1.1. Verruculina enalia   

Tiene ascosporas elipsoidales, oblicuamente uniseriadas, con un solo septo, con 

constricción en el mismo; con pequeñas verrugas y de coloración café oscuro, 

de 17–22 x 8.5–10 µm (Figura 1). 

 

Figura 1. a) Ascosporas marrones maduras de Verruculina enalia con pequeñas 

verrugas (flecha roja), escala 20 µm (60X). b) V. enalia con su respectiva asca 

(flecha roja), escala 10 µm (40X). c) Crecimiento de V. enalia en medio de cultivo 

YM después de 8 días de crecimiento. d) Vista superior de crecimiento de V. 

enalia en medio de cultivo YM después de 21 días de crecimiento. 
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5.1.2. Aigialus parvus  

Presenta ascosporas elipsoidales a ampliamente fusiformes, ligeramente 

contraída en los septos, coloración marrón oscuro, con células apicales hialinas 

a marrón claro, células subapicales cubiertas por una vaina gelatinosa, de 44-74 

x 19-27 μm.  Con más de 8 septos trasversales, ocasionalmente 9 y rara vez 12 

(Figura 2).  

 

Figura 2. a) Ascospora madura de Aigialus parvus, escala 20 µm (60X). b) 

Ascosporas de A. parvus, escala 10 µm (20X). c) Vista superior de la colonia de 

A. parvus cultivada en YM Agar después de 8 días de crecimiento. d) Vista 

superior de la colonia A. parvus cultivada medio de cultivo V8 después de 20 

días de crecimiento. 
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5.1.3. Especie no identificada 

El aislado 3 no presentó registros fotográficos de sus estructuras de 

reproducción. Su descripción morfológica se basó en la observación de sus 

características de crecimiento. Colonia de forma circular cremosa con coloración 

café oscura a negra, esporulación moderada y conidios pigmentados oscuros  

(Figura 3).  

  

 

 

Figura 3.  a) Vista superior de colonia monospórica de especie no identificada 

cultivada en V8 Agar después de 9 días de crecimiento. b) Vista superior de 

colonia monospórica del aislado no identificado cultivado en V8 Agar después de 

21 días de crecimiento. 

 

5.2. Análisis molecular  

5.2.2. Extracción de ADN  

Respecto al aislamiento de ADN, se logró extraer ADN genómico de los tres 

aislados fúngicos con una concentración y calidad adecuada para la 

amplificación. Los cuatro métodos evaluados presentaron resultados 

medianamente diferentes en cuanto a pureza y concentración. Todos los 

métodos se basaron en lisis celular mecánica, pero el método de aislamiento de 
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ADN que combinó tres métodos físicos aplicando trituración con mortero, 

agitación con perlas de acero y vórtex presentó mejores rendimientos en cuanto 

a calidad y concentración. Con los cuatro métodos evaluados se obtuvieron 

valores de concentración en ng/µL de 624,0 – 181,2 – 189,5 y 241,5, con el rango 

de absorbancia A260/A280 se obtuvo valores de 2,12 – 2,08 – 2,12 – 2,07, para los 

métodos 1, 2, 3   y 4 respectivamente (Tabla 5). Los tres primeros protocolos 

indican ADN contaminado con ARN, mientras que el cuarto es el que más se 

mantiene dentro del rango de pureza aceptable, el cual fue estandarizado para 

la extracción de ADN genómico de los tres aislados fúngicos. El método 

estandarizado presentó valores de concentración de 30,1 – 8,4 – 13,4. Con el 

rango A260/280 nm se obtuvo valores de 1,98, 1,61, 1,73 respectivamente, cuyos 

valores se mantienen dentro del rango de pureza aceptable de ADN (ratio de 

1.8). Por otro lado, ratios de A260/A230 se comprendieron valores de 3,19- 3,01 - 

2,49, para para los aislados (1, 2 y 3), respectivamente (Tabla 6), siendo lo ideal 

valores superiores a 2,0. 

 

Tabla 5. Comparación de los métodos de extracción de ADN para determinar la 

concentración en ng uL-1 mediante la medición A260/280 nm de absorbancia. 

 

Método de 
extracción 

Concentración 
de ácidos 

nucleicos  

Unidad de 
concentración 

A260 
nm 

A280 
nm 

260/280 
nm 

260/230 
nm 

Sonicación 624,0 ng uL-1 12,481 5,879 2,12 2,59 

Mortero 191,2 ng uL-1 3,824 1,841 2,08 4,51 

Perlas de 
acero 

188,5 ng uL-1 3,770 3,824 2,12 4,74 

Mortero, vórtex 

con perlas de 
acero 

241,5 ng uL-1 4,830 2,337 2,07 3,00 

Agua -2,2 ng uL-1 -2,2 0,043 7,75 0.07 
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Tabla 6. Concentración de ADN de los tres aislados fúngicos obtenido de la 

extracción de ADN con método estándar en ng uL-1 a partir de la absorbancia.  

Aislado 
fúngico  

Método de 
extracción 

Concentración 
de ácidos 
nucleicos 

Unidad A260 
nm 

A280 
nm 

260/280 
nm 

260/230 
nm 

1 Mortero, 

vórtex con 
perlas de 

acero 

30,1 ng uL-1 0,602 0,304 1,98 3,19 

2 Mortero, 
vórtex con 

perlas de 
acero 

8,4 ng uL-1 0,169 0,104 1,61 3,01 

3 Mortero, 
vórtex con 

perlas de 
acero 

13,4 ng uL-1 0,268 0,155 1,73 2,49 

 

5.2.3. Electroforesis en Gel de agarosa 

El ADN extraído de los aislados (1, 2 y 3) con el protocolo estandarizado se 

amplificó para las tres regiones. La región TEF1-α amplificada con los primers 

Ef1-983F - Ef1-2218R (Figura 4), obtuvo bandas de aproximadamente 1200 pb. 

La región LSU con los primers LROR - LR5 (Figura 5), se amplificó presentando 

bandas de aproximadamente 1000 pb para los aislados 1 y 2, mientras que para 

el aislado 3 las bandas fueron de una altura aproximada de 1200 pb. La región 

LSU con los primers LR3R - LR7 (Figura 6) se logró amplificar obteniendo 

bandas de tamaños similares para los tres aislados. La región ITS se amplificó 

con los primers ITS1 – ITS4 (Figura 6), obteniendo bandas de aproximadamente 

700 pb para el aislado 1 y 2, mientras que para el aislado tres la región ITS no 

se realizó electroforesis en gel de agarosa y se envió directamente a secuenciar, 

donde se obtuvo una secuencia contaminada, impidiendo su uso en este análisis.  
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Figura 4. Amplificación de la región TEF1-α, para los 3 aislados, con los primers 

Ef1-983F - Ef1-2218R. Bandas con una altura aproximada de 1200 pb. A) 

Marcador de peso molecular (100 pb). B) Aislado 1. C) Aislado 2. D) Aislado 3.  

E) Control negativo. 

       

 

 

  

 

 

 

 

Figura 5. Amplificación de la región LSU, con los primers LR0R - LR5. Bandas 

de aproximadamente 1000-1200 pb. A) Aislado 1.  B) Aislado 2.  C) Aislado 3. 

D) Marcador de peso molecular (100 pb). 
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Figura 6. Amplicones generados con las regiones LSU con los primers LR3R - 

LR7. Bandas de 1000-1200 pb, y la región ITS con los primers ITS1 – ITS4. 

Bandas de 700 pb. A) Aislado 1 con los primers LR3R - LR7. B) Aislado 2 con 

los primers LR3R - LR7. C) Aislado 3 con los primers LR3R - LR7. D) Control 

negativo.  E) Aislado 1 con los primers ITS1 – ITS4. F) Aislado 2 con los primers 

ITS1 – ITS4. G) Control negativo. H) Marcador de peso molecular (100 pb). 

 

5.2.4. Análisis de las secuencias  

Los resultados del proceso de identificación molecular evidenciaron que los dos 

aislados identificados morfológicamente (aislados 1 y 2, Tabla 7) coincidieron 

con su identificación molecular con las tres regiones utilizadas, y el aislado 

restante se pudo identificar molecularmente a nivel de género sólo con el análisis 

de la secuencia LSU (aislado 3, Tabla 7).  

Para el aislado de Verruculina enalia se confirmó que sí correspondía a esa 

misma especie mostrando un porcentaje de similitud con TEF1-α, LSU (con las 

dos parejas de primers) e ITS de 99.78%, 99.88, 100% y 99.80%, 

respectivamente, con Verruculina enalia.  

Aigialus parvus, coincidió con la especie identificada morfológicamente, 

presentando un porcentaje de similitud de identidad con TEF1-α con un valor de 

99.88%, y con LSU (con dos parejas de primers) e ITS un valor de 100% para 

las dos regiones respectivamente, con Aigialus parvus, confirmando la 

descripción previamente establecida en base a sus caracteres morfológicos.  
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El aislado no identificado morfológicamente se pudo identificar con el marcador 

molecular LSU (dos parejas de primers) y TEF1-α, aunque este último con menor 

porcentaje. Su identificación correspondió a un ascomiceto facultativo del género 

Cladophialophora identificado como Cladophialophora sp., obteniendo con LSU 

porcentajes de similitud de 98.70% y 99.86%, siendo considerablemente el mejor 

resultado con la pareja de primers LR3R-LR7. Para la región TEF1-α se obtuvo 

un valor de 93.80% con una especie del género Cladophialophora, dato 

insuficiente para ofrecer una correcta identificación únicamente por homología 

con las secuencias existentes en la base de datos GenBank del NIH. La 

secuencia obtenida con ITS presentó contaminación por lo que no se utilizó en 

este análisis.  

Los resultados obtenidos por homología de secuencias se respaldaron con el 

análisis filogenético de cada región utilizada para los tres organismos fúngicos 

identificados. Obteniendo para cada aislado, un árbol con la región TEF1-α, dos 

para la región LSU y uno con ITS a excepción del aislado 3 del cual no se pudo 

analizar filogenéticamente con la última región.     

5.2.5. Análisis filogenético  

Para el aislado 1, el análisis filogenético a partir de las secuencias consenso con 

las regiones TEF1-α, LSU e ITS presentaron resultados similares. Con TEF1-α 

agrupó las secuencias de V. enalia o sinónimos (Didymosphaeria enalia) en un 

mismo clado, (Anexo 5, círculos rojos, 99% bootstrap). Con la región LSU con 

los primers LR03-LR5, la secuencia consenso se agrupó con secuencias de V. 

enalia o sinónimos (Didymosphaeria enalia) dentro de un mismo clado (Anexo 6, 

círculos rojos, 100% bootstrap), y con los primers LR3R-LR7, se agrupó con una 

secuencia de la misma especie dentro de un único clado (Anexo 7, círculos rojos, 

100% bootstrap). Con ITS está íntimamente relacionada con varias especies 

correspondientes a V. enalia (o sinónimos), representado en (Anexo 8, círculos 

rojos, 100% bootstrap). 

Para el aislado 2, identificado morfológicamente como Aigialus parvus el 

conjunto de datos de las secuencias de los tres marcadores evaluados respaldó 
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la identificación morfológica, obteniendo con las tres regiones análisis 

filogenéticos similares.  

El árbol filogenético partir de la secuencia consenso del TEF1-α agrupó la 

secuencia del aislado A. parvus¸ con secuencias correspondientes a A. parvus 

(Anexo 9, círculos rojos, 96% bootstrap). A partir de la secuencia consenso de la 

región LSU con la pareja de primers LR0R-LR5 se agrupó en un único clado con 

varias secuencias correspondientes a la especie A. parvus (Anexo 10, círculos 

rojos, 99% bootstrap), resultados similares con la segunda pareja de primers 

LR3R-LR7, donde la secuencia consenso se agrupó con secuencias A. parvus 

(Anexo 11. cirulos rojos, 100% bootstrap). Con el ITS el árbol filogenético 

obtenido agrupó estrechamente la secuencia consenso dentro de un único clado 

con secuencias pertenecientes a A. parvus (Anexo 12, círculos rojos, 100% 

bootstrap).  

Aunque el aislado 3 no se logró identificar morfológicamente, el análisis 

filogenético con la secuencia consenso a partir de la región LSU con las dos 

parejas de primers produjo dos árboles filogenéticos muy similares, donde 

agruparon la secuencia dentro del género Cladophialophora, aunque se haya 

relacionado de manera más cercana con C. mycetomatis, las presentó como 

ramas separadas, permitiendo así únicamente alcanzar una identificación a nivel 

de género denominada en el presente estudio como Cladophialophora sp., 

(Anexo 14 y 15, círculos rojos, 96% y 91% bootstrap). Con la región TEF1-α se 

relacionó con el mismo género (Anexo 13, círculo rojo, 52% bootstrap), pero más 

cercana a C. immunda. A partir de la región ITS no se pudo realizar el análisis 

debido a que la secuencia obtenida presentó contaminación. 
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Tabla 7. Secuencias del ADNr (ITS, LSU) y del factor de elongación (TEF1-α) utilizadas en los análisis filogenéticos, porcentajes 

de similitud y los números de acceso de GenBank. 

**Primers usados 
***Secuencia contaminada  

Identificación 
morfológica 

Similitud 
molecular 

 

TEF1-α  

(Ef1-983F-, Ef1-2218R)** 

ADNr de LSU 

(LR0R-, LR5)** 

ADNr de LSU 

(LR3R-, LR7)** 

ITS 

(ITS1-, ITS4)** 

% 
similitud 

# accesión 
% 

similitud 
# accesión 

% 
similitud 

# accesión 
% 

similitud 
# accesión 

Verruculina 
enalia 

Verruculina enalia 99.78% 

 

MK360092.1 99.88% MK347988.1 

 

100.00% AY016363.1 

 

99.80% 

 

KX710217.1 

 

Aigialus 
parvus 

Aigialus parvus 99.88% 

 

GU349064.1 100.00% GU301795.1 

 

100.00% GU479779.1 100.00% 

 

MK028712.1 

No 
identificada 

Cladophialophora 
sp. 

93.80% 

 

XM_016388514.1 98.70% 

 

NG_058960.1 

 

99.86% 

 

NG_058960.1 *** *** 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK347988.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3VDBV94801R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX710217.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3VEHNME8016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU349064.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3VCX2J1W014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU301795.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3VDGY8XM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK028712.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3VEPBETA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NG_058960.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3VDN4CYH01R
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6. DISCUSIÓN 

La presente investigación se realizó con el objetivo de identificar molecularmente 

tres aislados fúngicos obtenidos de material lignocelulósico de plantas de 

mangle, como complemento de una identificación morfológica con el propósito 

de tener mayor conocimiento acerca de las posibles especies presentes en el 

ecosistema de manglar, además de establecer un protocolo de extracción de 

ADN simple y económico orientado a este tipo de microorganismos.  

El ADN obtenido con el protocolo optimizado en este trabajo permitió la 

amplificación por PCR. Los tres protocolos restantes presentaron valores 

considerados no aceptables, probablemente debido a la presencia de 

contaminantes como proteínas o a un exceso de muestra utilizada, lo que a su 

vez genera una lisis celular incompleta, interfiriendo en los resultados (Tripathy, 

Maharana, & Ithape, 2017).  Estos resultados indican que una buena extracción 

y pureza de ADN es el paso primordial para obtener secuencias mediante PCR 

de buena calidad que ofrezcan mejores resultados para la caracterización 

molecular ya que los posibles contaminantes presentes en el ADN aislado 

podrían inhibir la PCR e inferir en los resultados. 

Además, se evaluó la eficiencia de tres marcadores moleculares como ITS, LSU 

y TEF1-α, para la identificación molecular y el análisis filogenético de los aislados 

fúngicos, utilizando cuatro parejas de primers, uno para cada región a excepción 

de los LSU que se utilizó dos pares de primers para determinar la especificidad 

de los mismos; para ITS (ITS 1-ITS4), para LSU (LR0R-LR5) y (LR3R-LR7), y 

para TEF1-α (Ef1-983F- Ef1-2218R).  

Las tres regiones evaluadas permitieron identificar a los aislados fúngicos, los 

cuales correspondieron a la división Ascomycota, y dos al orden Pleosporales, 

resultados similares se observaron en el estudio realizado por Hamzah et al., 

(2018), en el cual mediante análisis del ITS clasificaron el 96% de los aislados 

obtenidos dentro de la división Ascomycota y en el orden Pleosporales como uno 

de los ordenes predominantes, concluyendo que el phylum Ascomycota es el 

grupo predominante de hongos endofitos de manglar y que la region ITS es 

eficiente para la identificacion taxonomica de hongos de manglar.  
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Resultados que a la vez que coinciden con los expuestos por Kumar et al., (2019) 

donde identificaron una nueva especie de ascomiceto asociada a residuos 

lignocelulósicos de mangle mediante el análisis molecular de las regiones LSU, 

ITS y TEF1-α con los mismos primers empleados para esta investigación, 

excepto para ITS que utilizaron ITS5 & ITS4, obteniendo como resultado la 

identificación de una nueva especie de ascomiceto marino manglícola validada 

con las tres regiones y su identificación morfológica.  

De los hongos identificados dos correspondieron a ascomicetos marinos 

manglícolas, como V. enalia y A. parvus, con las tres regiones, aunque LSU con 

las dos parejas de primers presentó mayor resolución, lo que coincide con la 

investigación de Jones et al., (2009), donde caracterizaron una variedad de 

ascomicetos marinos a partir de la región LSU con los primers LR0R y LR7 

reportando entre ellos las especies antes mencionadas. El aislado restante, 

correspondió al género Cladophialophora, que son hongos que pueden 

encontrarse en diversos sustratos y en asociación con plantas. Lo que coincide 

con la investigación realizada por Feng et al., (2013), donde reportaron especies 

de Cladophialophora aisladas de material lignocelulósico de plantas presentes 

en hábitat de manglar. 

Los análisis filogenéticos evidenciaron que el aislado 3 era diferente de las 

secuencias de otras especies de Cladophialophora. La región LSU lo agrupó 

dentro del género Cladophialophora cercano a C. mycetomatis, mientras que 

TEF1-α lo agrupó en el mismo género, pero no la relacionó con este, debido a 

que su secuencia no se encuentra en la base de datos de hongos, lo que se 

verificó buscando directamente la secuencia con la región TEF1-α en la base de 

datos GenBank, donde se pudo evidenciar que no ha sido secuenciado dicha 

región para este microorganismo. Datos que coinciden con el trabajo realizado 

por Obase et al., (2015) donde identificaron dos especies del género utilizando 

las regiones LSU e ITS, debido a la ausencia de secuencias existentes en bases 

de datos con la región TEF1-α para muchas especies de este grupo taxonómico. 

Lo que a su vez concuerda con lo expuesto por Das, Lee, & Jung, (2019), donde 

identificaron una nueva especie de Cladophialophora en base a sus estructuras 
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morfológicas y con el uso de las regiones ITS con los primers ITS1-ITS4, y con 

la región LSU con la pareja de primers LROR/LR5, concluyendo que estas 

regiones presentan un gran poder de resolución para el género.  

Sin embargo, para los dos aislados restantes TEF1-α permitió la identificación a 

nivel taxonómico de especie, obteniendo porcentajes de identidad de 99.78% 

para V. enalia y 99.88% para A. parvus, siendo porcentajes elevados y 

relativamente similares a pesar de pertenecer a géneros diferentes. Lo que 

coincide con (Suetrong, Schoch, Spatafora, & Sakayaroj, 2009), donde 

realizaron un estudio de hongos marinos a partir del análisis filogenético 

utilizando las regiones LSU con (LR0R-LR7) y TEF1-α con (Ef1-983F-Ef1-

2218R), reportando en su mayoría ascomicetos.  

Los resultados obtenidos con los tres marcadores moleculares y sus respectivas 

parejas de primers ofrecieron una resolución suficiente para la identificación y 

análisis filogenético de ascomicetos a nivel de género y especie para los dos 

aislados identificados morfológicamente, y a nivel de género para el tercer 

aislado. Además, demuestran que las regiones TEF1-α, LSU e ITS son 

marcadores eficientes para la identificación molecular de Ascomicetos, aunque 

LSU e ITS presentan considerablemente un mejor poder de resolución, el 

marcador TEF1-α podría ser más evaluado para este grupo de hongos, 

especialmente por la baja cantidad de secuencias para ciertos grupos fúngicos.  

Para Ecuador los dos primeros aislados identificados molecularmente coinciden 

con los datos reportados previamente por Kohlmeyer & Volkmann K, (1987), que 

reportaron V. enalia y; Álvarez et al., (2019), donde reportaron varias especies 

de ascomicetos incluyendo V. enalia y una especie del género Aigialus, aunque 

únicamente identificadas a nivel morfológico. Sin embargo, el tercer aislado 

identificado como Cladophialophora sp., se puede considerar como el primer 

reporte de este género en el ecosistema de manglar del país. 
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7. CONCLUSIONES 

• Los resultados indican que el sistema de identificación tradicional mediante 

estructuras morfológicas sigue siendo una parte esencial para la 

identificación taxonómica de hongos marinos, especialmente a niveles de 

género, sin embargo, a niveles inferiores como especie se debería 

complementar empleando métodos moleculares que confirmen la identidad 

morfológica.  

• Se concluyó que el método de extracción de ADN tradicional SDS por lisis 

celular mecánica aplicado para ascomicetos marinos es un procedimiento 

simple y eficiente para el aislamiento de ADN genómico de calidad adecuada 

para la amplificación y secuenciación. 

• Las tres regiones utilizadas ITS, LSU y TEF1-α se pudieron amplificar con la 

PCR y secuenciar posteriormente, a pesar de no haberse utilizado primers 

específicos para los organismos estudiados. 

• Los resultados obtenidos demuestran que es recomendable el uso de varios 

genes para obtener una identificación taxonómica y filogenética más 

confiable y exacta de hongos, en lugar de trabajar con una única región 

porque es probable que un gen tenga menor poder de resolución molecular 

a niveles taxonómicos inferiores, aunque sean buenos marcadores a niveles 

superiores a familia, datos que se podrían complementar con el análisis y 

comparación de las secuencias con las de los genes adicionales, debido a 

que los datos obtenidos a partir de la secuenciación de una única región 

deben analizarse rigurosamente para no generar resultados erróneos.  

• A partir de los resultados obtenidos se concluye que las regiones de ADNr 

como ITS, LSU y TEF1-α son buenos marcadores moleculares para 

determinar la taxonomía y relaciones filogenéticas de ascomicetos 

provenientes de material lignocelulósico de manglar. 

• Los ecosistemas de manglar son el hábitat idóneo para una gran diversidad 

de especies de hongos marinos, especialmente de ascomicetos marinos 

manglícolas que son un grupo extenso de microorganismos fúngicos. En este 

estudio se logró identificar molecularmente tres especies de ascomicetos 

obtenidos de material lignocelulósico de mangle y en base a los resultados 



 

34 

 

obtenidos se estima que mediante el empleo de técnicas moleculares y la 

evaluación de varios marcadores moleculares fúngicos se podría llegar a 

aislar e identificar especies reportadas previamente para este tipo de 

ecosistema en otras regiones del mundo o encontrar nuevas especies, 

principalmente porque a pesar de ser una zona muy extensa este tipo de 

ecosistema es un hábitat que sigue siendo poco explorado en el estudio de 

hongos marinos y se considera que aún falta mucho por estudiar.  
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8. RECOMENDACIONES 

• Realizar el análisis filogenético de diversos marcadores moleculares 

complementados que permitan confirmar la identificación taxonómica de 

aislados fúngicos a niveles taxonómicos inferiores como género y especie.  

• Evaluar otras parejas de primers para la amplificación del marcador TEF1-α 

para determinar si la región no presenta una resolución muy elevada de 

identificación, para este grupo de organismos fúngicos o si los primers no 

presentaban una elevada especificidad.   

• Diseñar primers específicos para la amplificación de ADN genómico de 

aislados fúngicos marinos manglícolas.  

• Realizar un análisis filogenético combinado de varias secuencias para 

obtener resultados más confiables en el proceso de identificación taxonómica 

molecular.  

• Complementar en mayor medida el análisis morfológico de hongos con 

análisis moleculares, para conocer con exactitud la identidad de estos 

organismos y evitar errores de identificación para poder realizar futuros 

estudios o la búsqueda de compuestos bioactivos con capacidad 

biotecnológica.  

• Evaluar otras regiones, como los marcadores genéricos de polimorfismos de 

un solo nucleótido (SNP) en hongos para corroborar la información obtenida 

con las regiones del ADNr, ya que son buenos indicadores de diversidad 

genética y evolución filogenética en hongos.  

• Investigar la diversidad hongos marinos en la Reserva Ecológica Manglares 

Churute y la variedad de ecosistemas de manglar presentes en Ecuador. 
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10.  ANEXOS 

 

 

Anexo 1. a) Inoculación de micelio del cultivo monospórico en medio de cultivo 
Caldo Papa Dextrosa (PDB). b) Crecimiento fúngico en Medio de cultivo Caldo 

Papa Dextrosa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 2. Centrifugación del sobrenadante con acetato de amonio 5M en el 

proceso de extracción de ADN. 
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Anexo 3. Muestras de ADN listas para la amplificación en el equipo 

termociclador. 

 

 

 

 

Anexo 4. a) Deposito de las muestras en el gel de Agarosa. b) Programa de 

electroforesis en gel de Agarosa. 
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Anexo 5. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en la secuencia del 
factor de elongación (TEF1-α). Ulospora bilgramii se utilizó como grupo externo. 
Los números en las ramas indican los valores de bootstrap obtenidas para 1000 

réplicas. La cepa aislada en esta investigación se representa como Verruculina 

enalia-TEF-consenso.  

 

Anexo 6. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en la secuencia de 

la subunidad grande del ribosoma (LSU). Ulospora bilgramii y Neotestudina 

rosatii se utilizaron como grupo externo. Los números en las ramas indican los 

valores de bootstrap obtenidas para 1000 réplicas. La cepa aislada en esta 

investigación se representa como Verruculina enalia-LSU-consenso 

 



 

45 

 

 

Anexo 7. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en la secuencia de 
la subunidad grande del ribosoma (LSU). Ulospora bilgramii y Neotestudina 
rosatii se utilizaron como grupo externo. Los números en las ramas indican los 

valores de bootstrap obtenidas para 1000 réplicas. La cepa aislada en esta 

investigación se representa como Verruculina enalia-LSU-consenso. 

 

 

Anexo  8. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en la secuencia del 

espaciador transcrito interno (ITS). Ulospora bilgramii y Neotestudina rosatii se 
utilizaron como grupo externo. Los números en las ramas indican los valores de 

bootstrap obtenidas para 1000 réplicas. La cepa aislada en esta investigación se 

representa como Verruculina enalia-ITS-consenso. 
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Anexo 9. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en la secuencia del 

factor de elongación (TEF1-α). Rimora mangrovei y Ascocratera manglicola se 
utilizaron como grupo externo. Los números en las ramas indican los valores de 
bootstrap obtenidas para 1000 réplicas. La cepa aislada en esta investigación se 

representa como Aigialus parvus-TEF-consenso.  

 

Anexo 10. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en la secuencia de 

la subunidad grande del ribosoma (LSU). Rimora mangrovei y Ascocratera 
manglicola se utilizaron como grupo externo. Los números en las ramas indican 

los valores de bootstrap obtenidas para 1000 réplicas. La cepa aislada en esta 

investigación se representa como Aigialus parvus-LSU-consenso. 
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Anexo 11. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en la secuencia de 
la subunidad grande del ribosoma (LSU). Rimora mangrovei y Ascocratera 

manglicola se utilizaron como grupo externo. Los números en las ramas indican 
los valores de bootstrap obtenidas para 1000 réplicas. La cepa aislada en esta 

investigación se representa como Aigialus parvus-LSU-consenso. 

 

 

Anexo 12. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en la secuencia 

del espaciador transcrito interno (ITS). Fissuroma aggregata se utilizó como 
grupo externo. Los números en las ramas indican los valores de bootstrap 

obtenidas para 1000 réplicas. La cepa aislada en esta investigación se 

representa como Aigialus parvus-ITS-consenso. 
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Anexo 13. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en la secuencia 

del factor de elongación (TEF1-α). Fonsecaea pedrosoi se utilizó como grupo 
externo. Los números en las ramas indican los valores de bootstrap obtenidas 
para 1000 réplicas. La cepa aislada en esta investigación se representa como 

Cladophialophora sp-TEF-consenso. 

 

 

 

Anexo 14. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en la secuencia de 
la subunidad grande del ribosoma (LSU). Phialophora reptans se utilizó como 

grupo externo. Los números en las ramas indican los valores de bootstrap 
obtenidas para 1000 réplicas. La cepa aislada en esta investigación se 

representa como Cladophialophora sp-LSU-consenso. 
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Anexo 15. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en la secuencia la 
subunidad grande del ribosoma (LSU). Phialophora reptans se utilizó como 

grupo externo. Los números en las ramas indican los valores de bootstrap 
obtenidas para 1000 réplicas. La cepa aislada en esta investigación se 

representa como Cladophialophora sp-LSU-consenso. 


