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RESUMEN

En el proyecto realizado, se identificaron molecularmente diez cepas de hongos con capacidad hidrocarbonoclasta conservadas en el
Banco de Cepas de la Facultad de Ciencias Agrarias y del Ambiente en el Complejo Experimental Campos Eliseos de la Universidad
Francisco de Paula Santander, los hongos estaban identificados tinicamente macroscdpica y microscopicamente solo por género sin
conocer su especie y correspondian a los géneros. Penicillium sp., Rhizopus sp., Paecilomyces sp., y Aspergillus sp., previamente
aislados de muestras de suelos provenientes de residuos petroleros biorremediados en la empresa de Aseo Urbano S.A.S. E.S.P.

Para la identificacion molecular, se llevo a cabo un proceso de extraccion de ADN genomico y amplificacion por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) de la region ITS. Los amplicones obtenidos fueron secuenciados y sometidos a un analisis BLASTn
(Basic Local Alignment Search Tool) en la base de datos GenBank de la NCBI (National Center for Biotechnology Information),
obteniendo como resultado identificaciones con porcentajes comprendidos entre el 98% y 100%; Donde los hongos. Aspergillus
flavus y Aspergillus niger obtuvieron la identidad en un 100%. Las otras secuencias identificadas correspondieron a: Aspergillus
tamarii, Lichtheimia ramosa, Paecilomyces formosus, Penicillium citrinum, Penicillium oxalicum y Geotrichum candidum., con
estas secuencias se logro obtener un darbol filogenético donde los géneros Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus tamarii,
Paecilomyces formosus, Penicillium oxalicum y Penicillium citrinum presentan cercanias, son altamente similares y las tres cepas de
Geotrichum candidum también son muy cercanas entre si, mientras que Lichtheimia ramosa representa lejania de los demas grupos
de cepas.

Palabras clave: hongos hidrocarbonoclastas, ITS, Penicillium sp., Rhizopus sp., Paecilomyces sp., y Aspergillus sp.

ABSTRACT

In the project carried out, ten strains of fungi with hydrocarbonoclastic capacity conserved in the Strain Bank of the Faculty of
Agricultural and Environmental Sciences at the Campos Eliseos Experimental Complex of the Francisco de Paula Santander
University were molecularly identified, the fungi were identified only macroscopically and microscopically only by genus without
knowing their species and corresponded to the following genera: Penicillium sp, Rhizopus sp., Paecilomyces sp., and Aspergillus sp.,
previously isolated from soil samples from oil residues bioremediated at the Aseo Urbano S.A.S. E.S.P. company.

For molecular identification, genomic DNA extraction and polymerase chain reaction (PCR) amplification of the ITS region was
performed. The amplicons obtained were sequenced and subjected to BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) analysis in the
GenBank database of the NCBI (National Center for Biotechnology Information), resulting in identifications with percentages between
98% and 100%, where the fungi: Aspergillus flavus and Aspergillus niger obtained 100% identity. The other sequences identified
corresponded to: Aspergillus tamarii, Lichtheimia ramosa, Paecilomyces formosus, Penicillium citrinum, Penicillium oxalicum and
Geotrichum candidum With these sequences it was possible to obtain a phylogenetic tree in which the genera Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Aspergillus tamarii, Paecilomyces formosus, Penicillium oxalicum and Penicillium citrinum are very similar and
the three strains of Geotrichum candidum are also very close to each other, while Lichtheimia ramosa represents the remoteness of
the other groups of strains.

Keywords: hydrocarbonoclastic fungi, ITS, Penicillium sp., Rhizopus sp., Paecilomyces sp., and Aspergillus sp.
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1. INTRODUCCION

Teniendo en cuenta que los suelos son los mas afectados por la contaminacion con hidrocarburos, y que este tipo
de contaminacidn ocurre con frecuencia [1], debido a que los hidrocarburos son sustancias de alto peso molecular
e insoluble en agua, dificiles de degradar resultando ser muy toxicos para los organismos vivos [2]. Y que por su
durabilidad durante un largo periodo de tiempo y a los cambios adversos que se producen con el contacto con la
flora, la fauna y el ser humano; el petréleo y sus derivados son contaminantes muy peligrosos [3]. Es por esta razon
que la biorremediacion se ha convertido en una herramienta muy util para solucionar este problema, permitiendo
restaurar suelos o aguas contaminadas, siendo esta técnica una alternativa biotecnologica muy eficaz, con bajo costo
y nulo impacto negativo [4].

Es importante resaltar que las estrategias actuales de biorremediacion se han centrado en el uso de bacterias, al-
gas y hongos [5]; a inicios del siglo XXI se acufid un nuevo término: micorremediacion, que es la transformacion
enzimatica metabolica de los hidrocarburos y otros xenobidticos por hongos en sustancias inocuas 0 menos toxicas
[6]. Por lo tanto, los hongos involucrados en la degradacion de los HAPs (hidrocarburos aromaticos policiclicos)
son tan diversos que se han convertido en un area intensiva de investigacion; actualmente se encuentran disponibles
secuencias genomicas completas de microorganismos cultivables que tienen actividad catabolica potencial para
degradarlos. Proponiendo diferentes técnicas moleculares para tal fin, destacando el codigo de barras genético como
una alternativa de solucion. Para el caso de los hongos, el marcador aceptado es la region de los interespaciadores
transcritos ribosomales (ITS) [7]; ademas su aprobada capacidad para el estudio de la variacion inter- e intraespeci-
fica lo convierte en una herramienta muy poderosa [8].

Seguin lo anterior, esta investigacion se realizod en el Banco de cepas y el laboratorio de biotecnologia molecular
de la Universidad Francisco de Paula Santander del Complejo Experimental Campos Eliseos, por poseer una diver-
sidad de microorganismos como los hongos hidrocarbonoclastas que han sido recolectados de diversos trabajos de
investigacion, de los cuales solo se habia logrado identificar inicamente el género y no la especie, seglin su clasi-
ficacion macroscopica y microscopica, por este motivo, este proyecto se centrd en la identificacion molecular de
diez hongos aislados de residuos petroleros biorremediados en el relleno sanitario “guayabal” y conservados en el
Banco de cepas, donde utilizando un protocolo de extraccion de ADN muy eficiente se amplificaron segmentos de
ADN asistido por cebadores como los espaciadores internos de transcrito (ITS), y bases de datos, confirmando su
género y su especie, para emplearlos en un futuro con confiabilidad en investigacion, como una alternativa teniendo
en cuenta que realizan un papel muy importante como degradador de petrdleo, para una posible solucion en suelos
contaminados con hidrocarburos en Norte de Santander.

2. METODOLOGIA

Los aislamientos de los hongos conservados fueron caracterizados y procesados en los laboratorios: Banco de
Cepas y Biotecnologia Molecular de la Universidad Francisco de Paula Santander perteneciente a la Facultad de
Ciencias Agrarias y del Ambiente, ubicado en la sede Complejo Experimental Campos Eliseos, Patios, Norte de
Santander.

Inicialmente se realizo la reactivacion y purificacion de las 10 cepas, posteriormente se procedio a realizar la ex-
traccion de ADN genomico, se verifico la calidad de ADN obtenido mediante electroforesis en gel de agarosa y su
cantidad y pureza de ADN se determind por espectrofotometria utilizando el Nanodrop Thermo Scientific 2000 con
una relacion de absorbancias A260/280 que considero un ADN de pureza 6ptima con un valor entre 1.8-2 para cada
cepa, teniendo en cuenta los parametro de calidad y pureza, se seleccionaron las mejores extracciones de cada cepa
fungica y se llevo a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa con el protocolo propuesto por (Suarez, 2016). Los
amplicones generados por PCR fueron enviados a los laboratorios d¢ MACROGEN Corea para ser secuenciados,
cada aislamiento se confront6 utilizando BLAST; que compar6 la secuencia problema con las existentes en la base
de datos, indicando el género y la especie correspondiente. Luego, Geneious Prime 2019, fue el programa informa-
tico empleado para alineamiento de secuencias y obtencion del arbol filogenético.
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Reactivacion y Purificacién de Cepas

Las 10 cepas con capacidad hidrocarbonoclasta fueron aisladas a partir de muestras de suelo provenientes de los
residuos petroleros biorremediados ex situ en el relleno sanitario regional “guayabal” de la ciudad de San José de
Clcuta de un proyecto de investigacion y se encontraban conservadas en cajas Petri con agar PDA y tubos con agar
y petroleo estéril para conservar su actividad hidrocarbonoclasta, en el Banco de Cepas de la UFPS, Sede experi-
mental Campos Eliseos.

La reactivacion y purificacion de las cepas pertenecientes a los géneros de Penicillium sp., Rhizopus sp., Paeci-
lomyces sp., y Aspergillus sp., se inici6 con una reactivacion de su capacidad hidrocarbonoclasta realizando siem-
bras en medio de cultivo mineral basal y petroleo crudo estéril [9], para su purificacion, se realizaron siembras y
repiques sucesivos en cajas Petri con agar Sabouraud por componentes y preparado comercial (SA) al 40%, pH 5.6
y una temperatura a 28°C hasta obtener cepas puras, [9] determinando sus caracteristicas macroscopicas y micros-
copicas correspondientes a cada cepa flingica.

Caracterizacion microscépica de los aislamientos de Penicillium sp., Rhizopus sp., Paecilomyces sp., y Asper-
gillus sp.

La observacion microscopia se realizdo mediante el montaje en cdmara htimeda, esta técnica consistido en colo-
car en el interior de una caja de Petri estéril, un soporte en forma de “v”’ y sobre este una lamina de portaobjetos
[10,11]. El soporte evito que la lamina portaobjetos haga contacto con el fondo de la caja de Petri. Luego se colocod
un fragmento de 1cm del medio de cultivo solido (PDA, SA, ETC), estéril; una vez realizado el montaje, con un
asa previamente estéril se sembr6 el hongo a analizar en la mitad del cultivo (puncion), se flameo rapidamente un
cubreobjetos (para la fijacion de la laminilla al agar), y se cubrié con este. Luego, se humedecio el papel con 3 ml
de agua estéril, y se llevo a incubacion a 28°C/8 dias. Después de notar crecimiento, la cepa se cubri6 con azul de
lactofenol y se observé al microscopio [10].

Caracterizacion macroscopica de los aislamientos de Penicillium sp., Rhizopus sp., Paecilomyces sp., y As-
pergillus sp.

Se realiz6 la siembra de los hongos en cajas Petri con agar Sabouraud por componentes y preparado comercial-
mente (SA), se realizd su respectiva caracterizacion macroscopica, teniendo en cuenta su textura, color, superficie
y borde, corroborando que si correspondian con las caracteristicas macroscopicas a la hoja de vida de cada cepa
fungica que se encontraba en el banco de cepas.

Extraccion y visualizacion del ADN fiingico

Se llevo a cabo el protocolo propuesto por Suarez, 2016 [12,13]. Inicialmente se tomd el micelio del hongo con la
ayuda de un asa microbioldgica y se depositd en una caja de Petri; luego se cortd en segmentos pequeflos con una
cuchilla estéril, se utilizé un baja lenguas para sostener el micelio, luego se traspas6 a un microtubo de 2ml hasta
+0.25-0.5 ml; es decir, tres partes del tubo. Después se adicionaron 500 pl de Buffer de extraccion (S0Mm Tris-Hcl
pH-7.5;50mM EDTA; 2% de SDS y 1% de Na,SO,), con el rotor y pistilo, se macer6 hasta romper completamente
el micelio. Luego se realiz6 agitacion en vortex durante 1 minuto y se centrifugd a 6000 rpm por 10 minutos. Pos-
teriormente se tomo el sobrenadante con una micropipeta, tomando de 100 pl hasta tomarlo todo, evitando tomar
el precipitado, se depositd en un microtubo de 1.5 ul. A continuacion, se incubd a 70°C por 15 minutos en bafio
seco y después se adicion6 un volumen de fenol- cloroformo (1:1); la misma cantidad de sobrenadante recuperado
para luego realizar inmersion y se centrifug6 a 10.000 rpm por10 minutos; luego se transfirié la primera fase a otro
microtubo de 1.5 pl y se adiciond un volumen, de isopropanol (1:1). Inmediatamente se dejo en congelacion por 10
minutos y se volvi6 a centrifugar a 10.000 rpm por10 minutos. Después se descart6 el sobrenadante por inmersion
y se agregaron 500 pl de etanol al 70%, se centrifugd a 10.000 rpm durante 10 minutos. Finalmente, se dejo secar el
tubo a temperatura ambiente. El ADN se resuspendio en 50 pl de buffer TE (130 mg de tris, 37,22mg de EDTA, en
100 ml de agua destilada), luego se adicionaron 2 ul RNAsas y se incubo a 37°C durante 1 hora, y se conservé a 4°C.
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Posteriormente se realizo la electroforesis en gel de agarosa al 0.7% con tampon TBE 1X, 100v por 30minutos y
con el fotodocumentador ChemiDoc de Bio-Rad, se visualizo el ADN, y luego se cuantifico en el espectrofotometro
NanoDrop de Thermo Scientific.

Obtencion de amplicones

Se amplifico la region ITS mediante iniciadores universales ITS4 e ITS5, se utilizé el protocolo propuesto por Sua-
rez, 2016 [12,14]. Para la obtencion de los fragmentos amplificados por medio de la PCR se utilizaron los cebadores
ITS5 (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3") e ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") que amplifica-

ron la region ITS en sentido y anti-sentido respectivamente [14].

La reaccion de PCR, se realiz6 en tubos de 0,5 ml con un volumen final de 25 pl que contenian: 1 ul de ADN;
16,65 ul de agua destilada estéril; 0,75 pl de MgCI2 (1,5 mM); 2.5 ul de Buffer (1X), 1.25 ul de ITS4 (0.5 mM);
1.25 ul de ITS 5(0.5 mM); 0.1 ul de Taq polimerasa, 0.5 pl de DNTP’s (0.2 mM). La reaccion se llevo a cabo en un
termociclador (TERMOCICLADOR MULTIGENE™ OPTIMAX,) utilizando el siguiente programa: 94°C por 5
minutos para la desnaturalizacion inicial, seguido de 35 ciclos de 30 segundos 94 °C para la desnaturalizacion, 58 °C
por 1 minuto para el anillamiento y 72 °C por 1 minuto para la extension; finalizando con una elongacion de 72°C
por 10 minutos. Las amplificaciones fueron verificadas en un gel de agarosa al 1.5% w/v (1XTAE buffer) tefiidas con
GelRed (0.5 pg/ml) y visualizados bajo luz UV en el ChemiDoc (BioRad). Los tamafos de los fragmentos fueron
determinados identificando las bandas obtenidas por comparacion con un marcador de 1 Kb (Promega®)

Secuenciacion y Analisis Filogenético

Los amplicones generados mediante los iniciadores ITS 4 ¢ ITS 5 por PCR fueron enviados a los laboratorios de
MACROGEN Corea para ser secuenciados, cada aislamiento se confront6 utilizando BLAST; que compara la se-
cuencia problema con las existentes en su base de datos, indicando el género y la especie perteneciente y Geneious
Prime 2019 programa informatico para alineamiento de secuencias utilizandola como matrices de datos para la
obtencion del arbol filogenético. Con el fin de obtener estimadores filogenéticos basados en un modelo explicito de
la evolucion de nucledtidos para estimar parametros evolutivos tales como longitudes de rama y topologia del arbol.
Los arboles filogenéticos son generados para analizar las relaciones evolutivas observadas y obtener informacion a
partir de ellas, de manera que facilite encontrar la divergencia de linajes, o la relacion entre ellos [19].

3. RESULTADOS Y ANALISIS

Obtencion de cultivos puros de Penicillium sp., Rhizopus sp., Paecilomyces sp., y Aspergillus sp., con sus
respectivos codigos.

Tabla 1. Codigos y Géneros designados a los hongos aislados
Table 1. Codes and Genera designated to the isolated fungi

CODIGO NOMBRE
MI1H1 Rhizopus sp.
MI1H2 Aspergillus sp.

M4H1.1 Aspergillus sp.
MS5H3 Aspergillus sp.
M4H3 Paecilomyces sp.
M4H2 Aspergillus sp.
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M5H2 Aspergillus sp.
M5H4 Penicillium sp.
M3H2 Aspergillus sp.
Mo6HI1 Penicillium sp.

Extraccion del ADN de Penicillium sp., Rhizopus sp., Paecilomyces sp., y Aspergillus sp., en caldo Sabouraud.

Se sembro cada hongo en caldo Saboraud, para obtener el micelio (Figura 1). Transcurrido el tiempo de incuba-
cidn, se obtuvo el micelio de cada uno de los hongos y se procedio a la extraccion del ADN.

Figura 1. Crecimiento micelial listo para realizar extraccion

Figure 1. Mycelial growth ready for extraction

Verificacion del ADN extraido de: Penicillium sp., Rhizopus sp., Paecilomyces sp., y Aspergillus sp.

La verificacion de la extraccion del ADN se realizo seleccionando las cepas con mejor calidad y cantidad de ADN
obtenido mediante la electroforesis en un gel de agarosa 0,7%, como se puede observar en la figura 2, y la cuantifica-
cion de ADN de cada cepa que se determiné por espectrofotometria utilizando el Nanodrop Thermo Scientific 2000.

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 0.7 % (w/v), empleada para verificar la calidad del ADN de las extracciones.
Carril 1: M1H1.Carril 2: M4H3. Carril 3: M6H1. Carril 4: M3H2.Carril 5:M5H3. Carril 6: M1H2. Carril 7: M5H2. Carril 8:
M5H4. Carril 9:M4H2. Carril10:M4H1.1.

Figure 2. 0.7% (w/v) agarose gel electrophoresis, used to verify DNA quality of extractions. Carril 1: M1H1.Carril 2:
M4H3. Carril 3: M6H1. Carril 4: M3H2.Carril 5:M5H3. Carril 6: M1H2. Carril 7: M5H2. Carril 8: M5H4. Carril 9:M4H?2.
Carril10:M4H1.1.
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Con este protocolo se lograron obtener amplicones para las cepas: M3H2, MSH2, M1H1, MSH2 y M5HA4.

Teniendo en cuenta estos resultados, se realizaron cambios en las temperaturas y tiempos en los ciclos del termoci-
clador para la PCR de acuerdo al protocolo de(15,16), primer ciclo desnaturalizacion a 94°C por cinco minutos, 35
ciclos de 94°C por un minuto, el anillamiento 55°C por un minuto, la extension 72 °C por 1 minuto y un ciclo final
de 72°C por 10 minutos, en el que se obtuvieron amplicones para las cepas: M1H2, M4H2 y M4H1.1, posteriormen-
te se modifico el protocolo utilizando la temperatura de anillamiento de 58°C propuesta por (16,17),0bteniendo los
amplicones para las cepas M4H3 y M6H1.

Las amplificaciones fueron verificadas en un gel de agarosa al 1.5% w/v (1xTAE buffer) tefiidas con Gel Red (0.5
pg/ml) como se observa en la figura 3, y visualizados bajo luz UV en el ChemiDoc (BioRad). Los fragmentos fueron
determinados identificando las bandas obtenidas por comparacion con un marcador de 1 Kb (Promega®). Posterior-
mente se realizo la cuantificacion de ADN por espectrofotometria utilizando el Nanodrop Thermo Scientific 2000.

Una vez obtenidas las concentraciones de los amplicones, se seleccion6 la de mayor concentracion de ADN de cada
muestra, para ser secuenciadas.

Figura 3. Separacion de fragmentos amplificados en gel de agarosa al 1.5% (w/v) para las regiones ITS 4 y 5 de ADN ribo-
somal. Carril 1y 12: Marcador de peso molecular de 1kb.Carril 2:M3H2 (850pb). Carril 3: M5H3 (800pb). Carril 4: M1H1
(1300 pb). Carril 5:M5H2 (900pb). Carril 6: M5H4 (900pb). Carril 7: M4H3(850pb). Carril 8: M4H1.1 (950pb). Carril 9:

M1H2(800pb). Carril 10:M6H1 (800pb). Carril 11:M4H2 (950pb).

Figure 3. Separation of amplified fragments on 1.5% (w/v) agarose gel for ITS 4 and 5 regions of ribosomal DNA. Carril 1y
12: Marcador de peso molecular de 1kb.Carril 2:M3H2 (850pb). Carril 3: M5H3 (800pb). Carril 4: M1H1 (1300 pb). Carril

5:M5H2 (900pb). Carril 6: MSH4 (900pb). Carril 7: M4H3(850pb). Carril 8: M4H1 (950pb). Carril 9: M1H2(800pb). Carril

10:M6H1 (800pb). Carril 11:M4H2 (950pb).
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Secuenciacion de los fragmentos I'TS y comparacion de secuencias en BLAST

Los resultados de las secuencias obtenidas arrojaron los géneros y especies correspondientes a la amplificacion rea-
lizada en la region del espaciador transcrito interno mediante los cebadores ITS4 e ITS5 de los hongos; obteniendo
resultados que indican valores entre el 98% y 100%. segtin las especificaciones de NCBI el porcentaje de identidad
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debe estar en un rango superior del 98.7%, lo que indica la confirmacion de la especie (18). En la tabla 2, se observa
el cédigo inicial con el que fue rotulado el microorganismo en el banco de cepas, su caracterizacion molecular, el

porcentaje de identidad, el E-value y el cddigo de acceso al BLAST.

Tabla 2. Identificacion Molecular de los Hongos Hidrocarbonoclastas

Table 2. Molecular Identification of Hydrocarbonoclastic Fungi

CODIGO GENERO ESPECIE IDENTIDAD E VALUE C?&DCICGI(E) Sl())E
M1H1 Lichtheimia ramosa 99% 0.0 LC413237.1
M1H2 Geotrichum candidum 99% 0.0 MFE782775.1
M3H2 Aspergillus favus 100% 0.0 MF120213.1
M4H1 Geotrichum candidum 98% 0.0 KC143428.1
M4H2 Geotrichum candium 99% 0.0 MEF782775.1
M4H3 Paecylomices Jformosus 99% 0.0 KC157764.1
MSH2 Aspergillus niger 100% 0.0 MK108384.1
MS5H3 Aspergillus tamari 99% 0.0 MH864331.1
M5H4 Penicillium citrinum 99% 0.0 MG575519.1
M6H1 Penicillium oxalicum 98% 0.0 FJ537112.1

El alineamiento multiplex de secuencias se realizé mediante el programa Geneious Prime 2019, permitiendo cons-
truir el arbol filogénico en el cual las secuencias con mayor similitud estaran apareadas o por el contrario, las que
mas difieren estaran a mayor distancia genética de las secuencias utilizadas (10).

Figura 4. Arbol filogenético en relacion con los 10 aislados mediante el programa Geneious.
Figure 4. Phylogenetic tree in relation to the 10 isolates using the Geneious program
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En la figura 4, se muestra la estructura del arbol filogenético, que consta de 12 hojas que representan las distancias
y cercanias de las secuencias analizadas denominadas taxones, para demostrar las diferencias genéticas entre los
taxones se tomd como referencia las secuencias de una planta y una bacteria.

se puede observar en su estructura, se encontraron tres diferencias en estos microorganismos: Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Aspergillus tamarii, Paccilomyces formosus, Penicillium oxalicum y Penicillium citrinum pre-
sentan cercanias, puesto que tienen en comun, pertenecer a la familia Trichocomaceae. Las tres cepas de Geotrichum
candidum también son muy cercanas entre si por pertenecer a la familia Mucoraceae, mientras que Lichtheimia
ramosa esta alejada de los demas grupos de cepas, por pertenecer a la familia Mucoraceae.

4. CONCLUSIONES

Se lograron identificar molecularmente cuatro géneros de hongos filamentosos como: Rhizopus sp., Aspergillus
sp., Penicillium sp. Paecilomyces sp. con su respectiva especie. Importantes no solo como hidrocarbonoclastas, sino
como posibles biocontroladores y con otras futuras aplicaciones, teniendo en cuenta su importancia en biotecnolo-
gia.

El género y especie de M1H2, M4H1.1 y M4H2 arrojado por el BLAST, no tiene correlacion con las caracteristicas
macroscopicas, microscopicas, puesto que el género Geotrichum sp., es un hongo levaduriforme, las caracteristicas
de este género son diferentes al aislamiento realizado. Es posible afirmar que durante la aplicacion de los protocolos
de extraccion y de PCR no fue la correcta o la adecuada.

Recomendaciones

En el momento de realizar la siembra a caldo Sabouraud para realizar extraccion de ADN, se recomienda usar un
cultivo joven y dejarlo en agitacion durante 24 horas con el fin de facilitar y aumentar el crecimiento micelial de la
cepa; No se debe exceder el tiempo de incubacién mas de 7 para obtener buenas calidades de ADN.

Para la siembra de hongos en caja con agar, se observan mejores resultados en cuanto a crecimiento de la cepa,
utilizando el método por puncion de fragmentos cortados de la cepa fingica.

Para la manipulacion de microorganismos correspondientes a los géneros Lichtheimia sp., y Aspergillus sp., se
deben trabajar en Cabina de Bioseguridad nivel 1l debido a que son hongos patogenos humanos, causantes de infec-
ciones pulmonares cutaneas entre otras.

Los microorganismos después de ser identificados molecularmente, deben ser conservados inmediatamente de-
pendiendo del protocolo de conservacion asignado o usado en el laboratorio del Banco de cepas de la UFPS de la
Facultad de Ciencias Agrarias y del Medio ambiente, como prevencion para evitar posibles mutaciones
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