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Resumen

Los bosques de manglar estdn distribuidos en las zonas costeras de las regiones tropicales y subtropicales de todo el
mundo, siendo especies tolerantes a altas temperaturas, humedad, mareas y las fluctuaciones salinas. Por lo tanto,
se ven expuestos a multiples fluctuaciones y condiciones ambientales extremas. El ecosistema de manglar no solo es
habitat de vida silvestre, sino que también es colonizado por diversas comunidades de microorganismos, como los
hongos. Varios de estos hongos tienen mdltiples funciones ecoldgicas, ya sea saprofitos o patégenos oportunistas.
Actualmente el interés de estudiar estos microorganismos radica en su potencial biotecnolégico dada su capacidad
para tolerar ambientes hostiles. Ejemplo de ello son algunas especies del género Aspergillus, las cuales son utilizadas
en biomedicina, industrial y la bioremediacién. En el presente estudio se aislaron e identificaron de acuerdo con sus
caracteristicas morfoldgicas y moleculares especies de hongos del género Aspergillus. En este estudio se reportan los
primeros aislados de Aspergillus niger y Aspergillus aculeatus de manglares en Ecuador. Investigaciones como ésta re-
saltan la importancia de determinar el rol de los hongos en el ecosistema de manglar.

Palabras clave: Manglar, Aspergillus niger, Aspergillus aculeatus, caracterizaciéon. molecular.

Abstract

Mangroves forests are located in tropical and subtropical regions. The adaptation and distribution in coastal regions
is influenced by temperature, humidity, tidal and saline fluctuations; therefore, there are exposed to multiple envi-
ronmental fluctuations. Mangroves are inhabited by wildlife but also is supported by a diverse community of mi-
croorganisms, including fungi. Several fungi in mangroves have multiple ecological roles as saprotrophs or as an
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opportunistic pathogen, many of them are also used in the industry, as the genus Aspergillus, that are important in
biomedicine, industrial and environmental applications. In this study, we isolated species of fungi from mangrove
stems and propagules. They were identified by both morphological and by its molecular characteristics. Here, we re-
port the first isolated of Aspergillus niger and Aspergillus aculeatus from mangroves in Ecuador. Research such as these
highlights the importance to determine the role of fungi in the mangrove ecosystem.

Keywords: Mangrove, Aspergillus niger, Aspergillus aculeatus, molecular characterization.
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Primer estudio de dos especies de Aspergillus aisladas de bosques de manglar en Ecuador

1 Introduccion

Los bosques de manglar son estuarios situados en
regiones tropicales y subtropicales; este ecosistema
se caracteriza por su alta tolerancia a la salinidad
(Gopal y Chauhan, 2006). La distribucién de man-
glares estd fuertemente influenciada por la tempe-
ratura, la humedad, las corrientes de agua y las va-
riaciones en el flujo de mareas y vientos; y junto con
la alta abundancia y variedad de microorganismos
se convierte en un importante ecotono dindmico
entre el medio ambiente terrestre y marino (Srid-
har, Roy y Sudeheep, 2011). Teniendo en cuenta los
microorganismos, los hongos descomponen signifi-
cativamente la materia orgédnica y desempefian un
papel fundamental en la productividad y biodiver-
sidad de este ecosistema (Friggens, Taylor y Kou-
kol, 2017). Los hongos que habitan en los bosques
de manglar son saprofitos, simbiontes o parasitos,
tanto en filamentos como en levadura (Rodriguez
y col., 2013). Estos hongos pueden colonizar raices,
tallos y ramas sumergidas en el agua o se pueden
encontrar en la superficie del agua (Li y col., 2016).
La diversidad de hongos depende del metabolismo
ya que en los estratos se asocia con cambios dia-
rios en la salinidad, e inundaciones intermitentes
debido a la marea, exposicién a la niebla de sal y
disponibilidad de sustratos (Hrudayanath, Bikash
y Rashmi, 2013).

Las actividades humanas constituyen el princi-
pal problema para los manglares; entre las princi-
pales actividades humanas estan la destruccién de
habitats, la contaminacién y la sobreexplotacion de
los recursos (Diaz, 2011). Muchas ciudades se han
asentado cerca de los manglares, por lo que estan
constantemente expuestos a la contaminacién que
estd formada por actividades antropogénicas y a
una variedad de productos quimicos, incluyendo
metales pesados que se consideran un grave pro-
blema para el ecosistema de manglares, ya que se
acumulan en la superficie de los sedimentos, au-
mentando su concentracién en la zona (Ferndndez
y col., 2014).

Los géneros mas comunes de hongos aislados
de los manglares Rhizophora spp. son Aspergillus,
Aureobasidium, Cladosporium, Curvularia, Cylindro-
cephalum, Drechslera, Fusarium, Myrothecium, Nigros-
pora, Penicillium, Pestalotia, Phyllosticta, Trichoderma
y Verticilium (Sarma, 2012). Sin embargo, pocos es-
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tudios describen el papel de estos hongos en el eco-
sistema de manglares. La mayoria de los hongos
identificados en los ecosistemas de manglares son
endofitos; estos hongos son muy importantes ya
que han sido capaces de producir metabolitos bio-
activos para modificar los mecanismos de defensa
de su huésped, permitiendo que ambos subsistan
en el medio ambiente (Sdnchez y col., 2013). Varios
hongos (por ejemplo, Aspergillus, Absidia, Cunning-
hamella, Mucor y Rhizopus) son capaces de acumular
metales pesados en sus compartimentos celulares,
ofreciendo una alternativa en biorremediacién de
dreas contaminadas a bajo costo, en comparacién
con los métodos tradicionales de descontaminacién
(Cardoso y col., 2010).

En muchos casos, los bosques de manglares es-
tdn formados por monocultivos naturales de alta
densidad, donde los arboles estdn constantemente
expuestos a patégenos (Ramirez, Serrano y Sando-
val, 2006). Sin embargo, los registros fitopatégenos
en los ecosistemas de manglares son escasos (Pan
y col., 2018). La mayoria de los hongos que coloni-
zan los manglares pertenecen al grupo Ascomycota,
y varias especies parasitarias pertenecientes a este
grupo pueden producir la muerte de las plantas
(Pan y col., 2018). Aunque la relacién entre la di-
versidad fiingica y los manglares no esté clara, se
sabe que los hongos marinos son responsables de la
descomposiciéon de la madera de manglar en las es-
pecies mds comunes, incluyendo Rhizophora y han
sido descritos como una biomasa digerible més efi-
ciente que las bacterias (Steinke y Jones, 1993; Kat-
hiresan y col., 2011). El género Fungus Trichoderma
y Traustreochystrids son saprofitas eficientes debido
a la actividad enzimdtica, y es un microorganismo
potencial a la celulosa degradada, almidén, lipidos,
proteinas y lignina; mientras que Thichosporon, Fusa-
rium y Aspergillus presentaron la actividad maxima
de celulasa y proteasa en las hojas de manglares
(Kathiresan y col., 2011).

El Aspergillus estd ampliamente distribuido en la
naturaleza debido a la facil dispersién de sus coni-
dios y su pequefio tamario; esto les permite perma-
necer en el medio ambiente durante un largo tiem-
po (Abarca, 2000). El género Aspergillus es muy in-
teresante pues es muy completo, abarca desde fa-
bricas de células industriales, organismos mode-
lo y patégenos humanos, pues tiene una produc-
cién prolifica de metabolitos secundarios bioactivos
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(Kjeerbelling y col., 2018). Estos hongos son impor-
tantes en la descomposicién de la materia organica
y en la defensa del huésped contra microorganis-
mos altamente patégenos (Ramirez, Serrano y San-
doval, 2006). Las aplicaciones de estos hongos son
necesarias para mejorar los futuros estudios lleva-
dos a cabo en 6micos (Shu-Lei y col., 2020). Este es-
tudio constituye el primer reporte de dos especies
de Aspergillus aisladas de manglares en Ecuador e
identifica sus caracteristicas moleculares y morfolé-
gicas.

2 Materiales y Métodos

2.1 Area de muestreo y recoleccion

El Parque Histérico de Guayaquil - PHG (Parque
Histérico de Guayaquil) es un remanente de bos-
que de manglares ubicado en la ciudad de Sambo-
rondon, Ecuador. Se identificaron lesiones con sin-
tomas asociados con la presencia de hongos en las
ramas, posteriormente se recolectaron y se almace-
naron en bolsas herméticas para su posterior anali-
sis.

2.2 Caracterizacion morfolégica de las
muestras de hongos

La caracterizacion morfolégica se realiz6 en cultivos
con evidente estructura reproductiva o en cepas con
mads de 20 dias de tiempo de cultivo. El micelio se
separ6 usando cinta adhesiva y se colocé en una la-
mina con una gota de lactofenol, y luego se sell6 con
un cubreobjetos. La visualizacion de las estructuras
se realiz6 en un microscopio 6ptico Nikon Eclipse
E100 con una cdmara digital integrada. Para deter-
minar la afiliacién taxondémica, se utilizaron tanto
la base de datos del micobanco (http://mycobank.org)
como las claves taxonémicas (Hoog y col., 2001).

2.3 Aislamiento y purificaciéon de los hon-
gos

El material vegetal se desinfecté con un 1% de hipo-
clorito de sodio con lavados repetidos usando agua
estéril. Posteriormente se cortaron fragmentos con
un bisturi estéril y se depositaron en medios de cul-
tivo ASD (Sabouraud Dextrosa Agar, OXOID), com-
plementados con 15 ug/ml de cloranfenicol para el

aislamiento y la diferenciacién de los hongos. Las
placas de cultivo se incubaron a temperatura am-
biente y en completa oscuridad hasta que se ob-
servo el crecimiento micelar. Este proceso se repitié
hasta que se obtuvieron aislados puros. Las mues-
tras previamente aisladas fueron inoculadas en 150
ml de medio de cultivo liquido PW (peptona agua,
CRITERIO y caldo nutritivo) complementadas con
15 ng/ml de cloranfenicol e incubadas durante 15
a 20 dias hasta que apareci6 la biomasa. El micelio
se filtr6 utilizando unidades de filtracion estériles,
y la biomasa se sec6 a 42 °C durante dos dias y se
almacené a —80 °C hasta su posterior analisis.

2.4 Extraccion de ADN

El material fangico fue incubado con lisozima (10
ug/mL) a 37 °C durante dos horas. La extraccién
de ADN se realizé utilizando los kits de aislamien-
to de ADN del suelo (QIAGEN, Carlsbad, EE.UU.)
con las siguientes modificaciones: Los hongos se se-
caron previamente y congelaron a —80 °C y luego se
transfirieron a los tubos de Powerbead, este mate-
rial fue mezclado por vértice durante tres minutos.
Posteriormente, se afiadieron 60 uL de tampén C1
y se realiz6 un vortice durante otros tres minutos,
luego se afiadieron 20 uL de proteinasa K y se mez-
claron con vértice durante 1 minuto. La mezcla se
centrifugé a 8.000 rpm 1 minuto, el sobrenadan-
te se rescaté en un nuevo tubo de eppendorf y se
afladieron 250 uL de tampén C2, luego se mezcld
nuevamente durante 5 segundos y se incub6 a —20
°C durante 5 minutos. Las muestras se centrifuga-
ron a temperatura ambiente a 8.000 rpm durante 1
minuto y el sobrenadante se transfirié a un nuevo
tubo, posteriormente, se afiadieron 200 uL de solu-
cién C3, se agitaron durante 1 minuto e incubaron a
—20 °C durante 5 minutos.

Para el aislamiento del ADN, las muestras se
centrifugaron a 8.000 rpm durante 1 minuto y el so-
brenadante se transfirié a un nuevo tubo con 1 ml
de solucién C4. La mezcla se centrifugé a 8.000 rpm
durante 1 minuto, luego se afiadieron 500 uL de so-
lucién C5 y se centrifugaron a 8.000 rpm durante 1
minuto. Para eluir el DBA, se anadieron 100 uL. de
agua ultrapura al centro de la columna, se centri-
fugé a 13.000 rpm durante 1 minuto y se almace-
né a —20 °C hasta su posterior uso. La integridad
del ADN se evalué mediante electroforesis de gel
de agarosa al 1% en tampén TAE 1X (Iris, Acetato,
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EDTA) complementado con un nticleo verde SyBR
(Invitrogen), comparando la intensidad y la banda
del peso molecular del ADN con 100 bp (Tracklit -
Invitrogen). Las condiciones de electroforesis se rea-
lizaron a 100 voltios y 35 miliamperios.

2.5 Amplificacion de las regiones ITS-1 e
ITS-2 por reaccion en cadena de poli-
merasa (PCR)

Después de la extraccién del ADN, se identificaron
los hongos a nivel de género o especie a partir de la
amplificacién de las regiones intergénicas de rADN
utilizando ITS-1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) y
primers universales ITS-4 (TCCTCCGCTTATTGA-
TATGC) (White y col., 1990). Las condiciones de
PCR se realizaron en un volumen final de 30 uL con
una concentracion final de 2.5 mM MgCl2; 2 uM pri-
mers; 2 U taq pol y tampén 1X PCR. El programa in-
cluye desnaturalizacion a 95 °C durante 5 minutos,
seguido de 35 ciclos de 94 °C durante 59 segundos,
50 °C por segundos y extensién a 72 °C durante 1
minuto, con una extension final de 72 °C durante 10
minutos.

2.6 Analisis de secuencias

Los amplificadores purificados se secuenciaron en
Macrogen (Corea del Sur) y se editaron en Geneious
Prime Software (versién 2019.1), con el fin de obte-
ner una secuencia. La afiliacién taxonémica se lle-
v6 a cabo usando el algoritmo de alineacion BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). De igual for-
ma, el andlisis filogenético se reforzé utilizando el
algoritmo Clustal W y Geneious Prime Software. Se
generd un arbol por Neighbor Join (Saitou y Nei,
1987) y se utiliz6 el modelo a distancia de Kimu-
ra (Kimura, 1983) usando el software MEGA 7, con
con un bootstrap de 1000 repeticiones y eliminan-
do informacién faltante. Los resultados se muestran
usando iTOL (Letunic y Bork, 2016). Las secuencias
ITS relacionadas con Aspergillus y registradas en la
base de datos NCBI, utilizada en esta investigacion,
se presentan en la Tabla complementaria 1A. El te-
leomorfo de Aspergillus sp. utilizado en este estudio
fue Emiricella nidulans (HQ026740.1), la resolucién
de los arboles se optimiz6 usando Aspergillus elegans
(NR077196.1 y MH992144.1), y el grupo alternativo
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fue Saccharomyces cerevisine (MG775707.1).

3 Resultados

Dentro de los sustratos recogidos en el presente
estudio se analizaron lesiones supuestamente cau-
sadas por hongos (Figura 1). De esta planta, se ais-
laron y se purificaron desde las ramas cinco cepas
de hongos y una cepa aislada de los propagulos
(Tabla 1), y en el momento de crecer en el medio
de cultivo sélido, se formé un micelio blanco y mas
tarde se volvié negro o gris, con un micelio hundido
(Figura 2 a-f). Al observar las caracteristicas micros-
copicas, se determiné que estos aislados tienen una
hifa lisa, con vesiculas esféricas cubiertas por filias y
conidios esféricos (Figura 2 h-1). Teniendo en cuenta
las caracteristicas macro y microscépicas, la clasifi-
cacién clésica se realiz6 mediante el uso de claves
taxonémicas (Hoog y col., 2001) y la base de datos
Mycobank (http://mycobank.org). Como resultado,
estos hongos pertenecen al género Aspergillus pero
por el andlisis ITS, los KCR3.2, KCR4.1sp y KCR15.1
corresponden a Aspergillus niger, mientras que los
KCR4.1.1., KCR7.2.1. y KCR14 estan relacionados
con Aspergillus aculeatus.

De todas las 90 secuencias de nucleétidos, se uti-
lizaron 438 posiciones en la regién ITS en el analisis
filogenético. A primera vista, todas las especies ana-
lizadas en este estudio pertenecen a la secciéon Nigri
(Gams y col., 1986). El analisis es compatible con un
Bootstrap con 1000 repeticiones y por el algoritmo
“Neighbor Joining”. El drbol muestra clados bien
diferenciados y desarrollados entre especies de hon-
gos en los grupos A. niger y A. tubingensis y entre A.
aculeatus y A. japonicus (Figura 3). El dendrograma
muestra que tanto A. niger como A. tubingensis se-
rian la misma especie, esto también se observa entre
A. aculeatus y A. japonicus.

Como se muestra en la Tabla 2, A. niger y A.
tubingensis son similares en 89.6 % en la alineacién
mads grande con el tamario 3 626 085 bp, y la simili-
tud entre A. aculeatus y A. japonicus es de 90.9 % con
la alineacién mds grande de 3 727 362 bp,. Esto de-
muestra que estdn muy cerca el uno del otro, pero
también difieren con los miembros de otros clados
(es decir, A. niger y A. japonicus son similares en un
78.3%).
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Figura 1. Lesiones asociadas con la presencia de hongos en tallos de manglares.
Tabla 1. Caracterizacién molecular del hongo aislado de ramas y propagulos de manglares
Muestra Cepa Caracterizaciéon Molecular
Mix Covertura | Per.
Descripcién Totai Total | busqueda | Ident | Valor E
(%) (%)
KCR3.2 Aspergillus niger 1064 | 1224 100 99.83 0.0
KCRA4.1sp Aspergillus niger 1048 | 1208 100 99.82 0.0
Tallos KCRI15.1 Aspergillus niger 1027 | 1178 100 99.82 0.0
KCR4.1.1 | Aspergillus aculeatus | 874 874 100 100 0.0
KCR14 | Aspergillus aculeatus | 946 946 83 99.81 0.0
Propagulo | KCR7.2.1 | Aspergillus aculeatus | 1031 | 1031 100 100 0.0

Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas de cepas fingicas aisladas de manglares. (A-F) las mejores imadgenes muestran el creci-
miento micelar en el medio de cultivo sélido. A (KCR aislado 15.1); B (asylum KCR 3.2); C (KCR aislado 4.1 SP); D (KCR
aislado 4.1.1); E (KCR 14 aislado); F (KCR aislado 7.2.1); en la imagen inferior se muestran las estructuras microscépicas de

aislados de hongos de manglares.

A primera vista, se puede ver filogenéticamen- 4 Discusion
te que la regién ITS no funciona bien en la resolu-

cién de grupos de hongos. Para obtener resultados
satisfactorios, es necesario complementar estos ané-
lisis con la identificacién morfolégica y, en este caso,
realizar una comparacién entre genomas.

En Ecuador, este estudio resulta de gran impor-
tancia pues sirve como una base del enfoque de
micobioma en la identificacién de hongos en los
manglares. Se identificaron y purificaron dos espe-
cies de Aspergillus, A. niger y A. aculeatus, que habfan
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sido reportadas en otros bosques de manglares en
Malasia, México, China e Indonesia (Sathiya y col.,
2009; Deng y col., 2013; Li y col., 2017; Lumbreras-
Martinez y col., 2018; Prihanto, Caisariyo y Prada-
rameswari, 2019). A pesar de que los hongos es-
tdn ampliamente distribuidos en los arboles de los
manglares, algunos de ellos cumplen con funciones
ecoldgicas y fisioldgicas para aumentar la tolerancia
a las condiciones de estrés bidtico y abiético (Shu-
Lei y col., 2020). Los estudios sobre la diversidad de
hongos en manglares se centran principalmente en

hongos cultivables, pero son muy escasos los que
estudian los hongos nativos no cultivables.

Tradicionalmente, la identificacién, taxonomia y
clasificaciéon de Aspergillus se habfa concentrado a
las caracteristicas morfoldgicas (Patki, Singh y Meh-
ta, 2015). Sin embargo, la clasificaciéon taxonémica
basada en la caracterizacién molecular se convirtié
en herramienta esencial, pues permite distinguir las
caracteristicas filogenéticas (Samson y col., 2014).

Tabla 2. Comparacion del genoma utilizando el algoritmo LASTZ: Los valores porcentuales son la identidad emparejada entre
dos conjuntos de genomas, el valor numérico es la secuencia mds grande que se compara en dos grupos de genomas.

A. niger | A. tubingensis | A. aculeatus | A. japonicus
A. niger XXX 89.6 % 78.3% 78.3%
A. tubingensis | 3 626 085 XXX 78.2% 78.4%
A. aculeatus | 3727 362 4 803 603 XXX 90.9 %
A. japonicus | 1444553 4 803 603 3727 362 XXX

Un trabajo publicado anteriormente sobre la re-
lacién filogenética de Aspergillus indicé que, aunque
la amplificacién de las regiones ITS fue aceptada co-
mo cédigo de ADN para hongos en general (Conrad
y col., 2012), el anélisis filogenético no fue resolutivo
para distinguir los clados uniseriados en la seccién
Nigri, especialmente al agregar las secuencias de
A. niger, lo que podria conducir a una identifica-
cién errénea de las especies (Abarca, 2000; Perrone
y col., 2008). Nuestros resultados son consistentes
con muchas de las investigaciones. Las especies A.
aculeatus y A. japonicus fueron filogenéticamente si-
milares, al igual que A. niger y A. tubingensis. Esto
también explica las pequenas diferencias entre al-
gunas especies pertenecientes a la secciéon Nigri, la
especie A. niger sensu stricto, A. tubingensis, A. foeti-
dus, y A. brasiliensis son morfol6gicamente idénticas
y en conjunto se han llamado A. niger (Munique
y col., 2009). Esto también coincide con lo reportado
por Yokoyama y col. (2001) quienes describen que
la mayoria de las especies de la seccién Nigri son
morfoloégicamente similares y la identificacion mo-
lecular por mtADN y rADN ha sido confusa.

Las técnicas moleculares resueltas basicas como
RFLP, AFLP, PFGE o la secuenciacién de préxima
generacion - NGS mejorarfan significativamente
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el conocimiento y la comprensiéon de este hongo
(Leong y col., 2006; Perrone y col., 2008; Quainoo
y col.,, 2017). De igual forma, la comparacién del
genoma ofrece la mejor resolucién para determi-
nar los porcentajes de similitud entre las secuencias
(Quainoo y col., 2017). En este estudio realizamos la
comparacion de similitud genética para determinar
la diversidad genética entre A. niger, A. fumigatus y
entre A. aculeatus y A. japonicus. Los resultados mos-
traron una alta similitud con una identidad media
de nucleétidos (ANI) de aproximadamente el 90 %
de la especie analizada (Tabla 2). Estos resultados
se pueden utilizar para explicar muchos aspectos,
como el linaje de fondo de la cepa que muestra que
este enfoque es altamente ttil para los nuevos ge-
netistas fangicos.

Se ha demostrado que Aspergillus sp. estd am-
pliamente distribuido en el medio ambiente, y es
considerado como uno de los fitopatégenos mas fre-
cuentes, ya que su capacidad para producir toxinas
altera el metabolismo de las plantas (Pavén y col.,
2012). Algunos de estos hongos colonizan las raices,
facilitando su crecimiento y mejorando la calidad
del pasto. Otras caracteristicas son la solubilizacién
del fésforo, la tolerancia del halo, y la acentuacién
del estrés salino a las plantas (Li y col., 2017).
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Figura 3. Anailisis filogenético de hongos del género Aspergillus aislado del material vegetal de manglares. Las secuencias se
alinearon por Clustal W. El andlisis se realizé con un soporte de iteraciones Bootstrap 1000 y utilizando el algoritmo “neighbor
joining” con el método 2-pardmetros de Kimura. El teleomorfo de Aspergillus corresponde a Emiricella nidulans (HQ026740.1)
al alternativo Saccharomyces cerevisiae (MG775707.1) y a las dos especies de Aspergillus elegans (NR 077196.1, MH992144.1).
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Aspergillus se caracteriza por producir micotoxi-
nas y metabolitos secundarios que son importantes
en la degradacién de la materia orgdnica y sirven
como mecanismos de defensa hacia otros microor-
ganismos (Pavén y col., 2012).

La importancia de este estudio también se basa
en la capacidad biotecnoldgica que puede ofrecer el
ecosistema de manglares y su componente micro-
biano. Una de estas se refiere a las caracteristicas
fisiolégicas que los hongos presentan con la pro-
duccién de proteinas especificas, por ejemplo, los
metabolitos para inhibir el crecimiento celular de
otros microorganismos en un entorno de alta salini-
dad (Nicoletti, Salvatore y Andolfi, 2018). También
se ha demostrado que algunos Aspergillus sp. ayu-
dan en los procesos de biorremediacién de entornos
contaminados por metales pesados, degradacion
de la celulosa extracelular y hemicelulosa (Marre-
ro, Amores y Coto, 2012; Huachi, Macas y Méndez,
2014; Araujo y col., 2016).

A. niger se ha utilizado ampliamente para obte-
ner enzimas tales como: a-amilasa, catalasa, celula-
sa, hemicelulasa, lipasa y 4cidos orgénicos que po-
drian ser una alternativa para reemplazar los petro-
quimicos (Patki, Singh y Mehta, 2015; Ameen y col.,
2016; Wang y col., 2016, Morthensen y col., 2017;
Wang y col., 2019; Nascimento y col., 2019; Hossain
y col., 2016). También se utiliza para los procesos de
produccién de dcido citrico que se llevan a cabo por
estado solido, fermentacion sumergida y superficial
(Lopez y col., 2006). A. niger, que se empezd a usar
en la industria de la fermentacién bioquimica y en
la biotecnologia industrial, produce una amplia ga-
ma de proteinas, enzimas y segundos metabolitos
(Cairns, Nai y Meyer, 2018).

La importancia de A. niger para el medio am-
biente se basa en su capacidad para bioacumular
metales toxicos (plomo, cadmio, cobre y cromo)
(Rivera y col., 2015). Varios estudios han demos-
trado que A. niger tiene mayor capacidad para eli-
minar compuestos fenédlicos, aceite de suelos con-
taminados y metales pesados, que el carbén activo
granular, utilizado en varios ciclos de biosorpcién
(Araujo y col., 2016; Marzan y col., 2017; Villalba,
Cruz y Azuara, 2018). (Ghyadh, Al e Ibrahim, 2019)
sefalé que el hongo Aspergillus niger mostré en un
100 % la mayor eficiencia en la reduccién de las con-
centraciones de elementos pesados.
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Aspergillus aculeatus mostré una alta resistencia
a la toxicidad del cadmio (CD), protegi6 el fotosiste-
ma II contra el estrés de CD y aument? la eficiencia
del proceso de fotosintesis en el cesped inglés pe-
renne. Estos resultados sugieren que A. aculeatus
podria ser til para pretratar suelos contaminados
con CD (Han y col., 2018). También tiene un efecto
importante en la atenuacién del estrés salino ya que
produce 4cido indole-3-acético y sideréforos que
confieren tolerancia de estrés salino a las plantas (Li
y col., 2017).

La investigacion sobre la capacidad metabdlica
de A. niger y A. aculeatus y su interaccién con iones
metdlicos son limitadas (Emri y col., 2018). Aun-
que existen estudios sobre diferentes especies de
Aspergillus en manglares, los informes sobre niger y
aculeatus son escasos o nulos. Ademads, la mayoria
de los estudios se centran en el potencial biotecno-
légico y biorremedial. Las especies de Aspergillus
reducen las altas concentraciones de metales pesa-
dos, pero también producen un gran niimero de mi-
cotoxinas y metabolismo secundario, y pueden ser
capaces de producir una gran parte de compuestos
bioactivos que se utilizan en la industria farmacéu-
tica (Frisvad y col., 2018; Shu-Lei y col., 2020). Se
necesitan llevar a cabo mds investigaciones sobre
las especies de Aspergillus y sus aplicaciones para
producir diferentes metabolitos secundarios bioac-
tivos.

Los estudios exploratorios como los realizados
en este trabajo permiten obtener nueva informacién
sobre la participacion de hongos en los ecosistemas
de mang]lares, ademds de evaluar sus posibles roles
como protectores para sus huéspedes o determinar
si se trata de hongos patégenos que causan deterio-
ro y descomposicién de la madera en los manglares.
Brevemente, este estudio se centré en el hongo en-
dofitico, convirtiéndolo en un candidato potencial
para futuras investigaciones. Por lo tanto, la diver-
sidad de hongos en los ecosistemas de manglares es
necesaria a partir de la secuenciacién de genomas,
ya que puede representar una estrategia ttil para
encontrar nuevas vias metabdlicas y, posteriormen-
te, nuevos compuestos y enzimas bioactivas.
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5 Conclusiones

En este estudio reportamos la caracterizacién mole-
cular y morfolégica del hongo aislado de manglares
pertenecientes al clado Nigri, el Aspergillus niger y el
Aspergillus aculeatus. Este trabajo es un esfuerzo pa-
ra entender la distribucién de especies de hongos y
destacar la importancia de determinar el papel del
hongo en el ecosistema de manglares.
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Tabla 1. A: Lista del numero de especies de acceso de GenBank utilizadas en el presente estudio.

Especies  Aspergillus aculeatus  Aspergillus japonicus — Aspergillus niger  Aspergillus tubingensis
MKo644143.1 L.C496497.1 KY082744.1 MN589663.1
MG548756.1 MKO035987.1 KY400582.1 MN239975.1
MK371746.1 LC496498.1 KY566164.1 KY593521.1
MN187297.1 MHS861173.1 MF379661.1 KY593522.1
MF564097.1 MG575468.1 KY593523.1
MK271293.1 MG669185.1 KY593524.1
MKO035984.1 MG675233.1 MF143083.1
MN187365.1 MG733652.1 MF379660.1
MN187971.1 MG734750.1 MG279093.1
£ MKS886612.1 MG734751.1 MG733758.1
Z MN187974.1 MG833314.1 MG991653.1
8 MKO911714.1 MG840739.1 MHO045586.1
f MK392046.1 MG991588.1 MH398047.1
'g MK418753.1 MG991627.1 MH540151.1
3 MK518394.1 MHO064151.1 MH854604.1
E MKS559536.1 MH109325.1 MH858714.1
; MNO088378.1 MH181162.1 MN187071.1
a, MN173148.1 MHS855726.1
= MN186997.1 MH892847.1
= MN396714.1 MKO028957.1
g MNS509058.1 MK256745.1
3 MHS865976.1 MK372989.1
A MH656795.1 MKS577432.1

MK713418.1 MK693450.1

MK733917.1 MK693453.1

MK788185.1 MK949087.1

MH892843.1 MN187307.1

MHZ892845.1

MKS811100.1

LC496490.

LC496491.1

LC496492.1
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