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1. Resumen

Los hongos son organismos capaces de degradar una gran variedad de materiales. La
produccién de enzimas y de metabolitos secundarios necesarios para desarrollar su
metabolismo es lo que ha promovido el interés de la industria biotecnolégica por estos
organismos.

El suelo, como el principal reservorio de propagulos fungicos es donde se han centrado la
prospeccion de hongos productores de sustancias bioactivas. Sin embargo, las técnicas de
secuenciacion en masa han demostrado que los sedimentos fluviales son un habitad de
elevada diversidad fungica, desestimada hasta la fecha. Por lo que es necesario mejorar las
técnicas para el aislamiento en cultivo de estos organismos y asi estudiar su metabolismo y
extrolitos.

Nuestro trabajo tiene como principal objetivo el contribuir al conocimiento de la micobiota de
los sedimentos fluviales en Espana. Para ello se aplicaron varias técnicas de aislamiento,
siembra directa y activacion de las esporas latentes presentes en sedimentos fluviales de dos
rios: Fondén de Chapela, Vigo y Segre, Lleida.

Se aislaron en cultivo puro, mas de 150 cepas de hongos filamentosos. De estos, 57
produjeron algun tipo de esporulacién por lo que pudieron ser identificados morfologicamente
un total de 18 géneros, los mas frecuentes fueron Penicillium y Talaromyces, seguidos de
otros previamente reportados para este habitad como Alternaria, Aspergillus, Chaetomium,
Cladospoorium, Ulocladium entre otros.

En el presente trabajo se propone ademas una nueva especie de Penicillium, Seccion
Roquefortorum, Penicillium gallaecium sp. nov., la cual ha sido abordada desde la taxonomia

polifasica (morfologia-fisiologia-filogenia molecular).

Palabras claves: micobiota, sedimentos, Penicillium, Talaromyces, BenA.



2.Introduccioén al reino de los hongos

Los hongos son uno de los grandes grupos de organismos vivos eucariotas, comparables en
numero de especies, diversidad y significado ecoldgico con animales, plantas, protistas y
bacterias. Los hongos presentan pared celular de quitina, una nutricion heterétrofa mediante
absorcién, haciendo uso de compuestos organicos como fuente de energia mediante
digestion extracelular (1). Pueden ser aerobios o anaerobios, aunque la la mayoria aunque la
mayoria son aerobios. Los hongos pueden vivir tanto en ambientes acuaticos como terrestres,
y en condiciones ambientes muy diversas por lo que se dice que son ubicuos y cosmopolitas
(2).Sus estado nutricionales van desde los grupos de hongos saprobios, degradadores de
materia organica, pueden establecer relaciones simbibticas con especies de grupos
taxondémicos muy diversos (plantas, algas, animales) para obtener beneficio mutuo hasta
llegar a especies parasitas que se nutren de materia organica que les proporciona un
huésped, dentro de este grupo encontramos patdgenos de los animales, fitopatdgenos o

micopatégenos. .

Los hongos pueden ser unicelulares (con talo levaduriforme) o pluricelulares u hongos
filamentosos, (talo miceliar o filamentoso) constituidos por filamentos tubulares denominados
hifas las cuales se extienden formando el micelio (hifas ramificadas). Las hifas pueden ser
vegetativas o reproductivas, segun si estan especializadas en la asimilacion de nutrientes,

crecimiento apical mediante elongacion o si estan especializadas en la reproduccion (3).

Los hongos pueden seguir diferentes estrategias reproductivas y estas pueden presente en
diferentes momentos de su ciclo de vida o incluso sobre susutratos diferentes. Algunos
hongos solo se reproducen de manera asexual (anamorfo o forma asexual) (4) o al menos es
esta fase la Unica conocida mientras que de otras especies solo conocemos su ciclo sexual
(teleomorfo o forma sexual), Cuando se conocen ambos morfos (sexual y asexual) de un

individuo decimos que conocemos la hongo como un todo, el holomorfo.



La reproduccion asexual puede ocurrir mediante Vestcula

fision, gemacion o fragmentacién dando como Conidios

’ g ‘
7 >
ﬁ Fidlides /”‘%

resultado la produccion de esporas o propagulos
asexuales llamados de forma genérica mitosporas
(debido a su origen mitético) y que en determinados
grupos se conocen como conidios (Fig. 1). LOS  wmétwia

conidios se pueden producir sobre hifas fértiles ————————Conidiéforo

especializadas y bien diferenciadas denominadas

conidiéforos sobre las cuales se desarrollan las Penicillium Aspergillus
células conidiégenas (5)(Fig. 1) T reaine Somiaz Trujilo: Micologia médica bisica, Se:
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Los conidios suelen producirse profusamente y son  Figura 1. Principales estructuras de la
dispersados por el agua, el viento o diferentes reproduccién asexual de los hongos
animales. Este mecanismo consigue propagar el filamentosos.

hongo manteniendo su linea genética practicamente

idéntica a la célula parental.

En los hongos el entrecruzamiento y la propagacién a través de esporas de origen sexual esta
controlado por genes conocidas como genes del mating-type. Los loci MAT tienen dos
idiomorfos (dos versiones diferentes, pero no alélicas) denominados por ejemplo MATa y
MATa en Saccharomyces cerevisiae. En los hongos filamentosos estos idiomorfos se han
dado por llamar MAT1-1 o MAT 1-2. Un dato curioso en este sentido, la cepa de Penicillium
chrysogenum descubierta por Alexander Fleming es portadora del locus MAT 1-2, sin
embargo la cepa actualmente utilizada en la produccién de penicilina fue aislada sobre un
melon tipo cantalupo (Cucumis melo) la cual presenta el locus MAT1-1 (6). Estos hongos se
denominan heterotalicos cada cepa es portadora unicamente de uno de estos idiomorfos y
solo la cariogamia hace posible la conjugacion y la formacion de esporas sexuales (7) (Fig.
2). No obstante hay especies homotalicas que poseen ambos idiomorfos o dénde esta
diferenciacion no existe y son por tanto capaces de auto-fertilizarse. Por ejemplo, la mayoria
de las especies de los géneros Aspergillus, Penicillium 'y Talaromyces que desarrollan fase

sexual son homotalicas, aunque algunas pocas han sido descritas como herotalicas (8) .
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Figura 2. Ciclo de vida de Aspergillus nidulans. La franja en rojo que sefiala la competencia se

refiere a la capacidad de responder a la induccion de las fases sexual o asexual del ciclo de vida (8).

2.1 Taxonomia y nomenclatura

La taxonomia es la ciencia que estudia las relaciones y la clasificacion de los organismos y
los procesos a través de los cuales estos organismos han evolucionado (9). Los sistemas
tradicionales de clasificacion se han basado en los caracteres morfologicos, lo que
histéricamente ha propiciado un nomenclatura dual, es decir, el Articulo 59 del Cddigo
Internacional de Nomenclatura Botéanica (ICBN) permitia atribuir nombres distintos a los
estados de un mismo hongo. Por ejemplo, las especies con reproduccion asexual tipo

penicilioides fueron clasificadas dentro del género Penicillium Subgénero Biverticillium, pero



sus estados sexuales recibieron una nomenclatura diferente fueron relacionadas con el
género Talaromyces. Sin embargo, en las ultimas décadas, los estudios moleculares,
principalmente el analisis de secuencias del ADNr, o de genes estructurales como BenA, han
provocado cambios sustanciales no solo en la estructura taxondmica de estos organismos,
sino también cambios nomenclaturales. Gracias a la filogenia basada en la informacion
genética se ha demostrado que estas formas, anamorfo y teleomorfo, constituyen

integramente un unico individuo (10),(11),(12).

Es gracias a estas nuevas herramientas moleculares que se ha podido avanzar y delimitar
con mejor precision y autonomia las relaciones filogenéticas en el reino de los hongos. En el
Congreso Internacional de Botanica celebrado en Julio de 2011 en Melbourne, Australia se
discutio y publicé el nuevo Cédigo Internacional de Nomenclatura para Hongos, Plantas y
Algas (13), donde la propuesta mas impactante fue la abolicion del Articulo 59 sobre la
nomenclatura dual de los hongos pleomorficos. Este articulo entré en vigencia el 1 de Enero
de 2013 y ha dado lugar a cambios significativos en la taxonomia y nomenclatura de los

hongos (14).

2.2 Identificacion por biologia molecular

La identificacion de especies por herramientas moleculares complementa a la identificacion
basada en caracteres morfoldgicos y fisioldgicos, ya que la implementacion de un sistema de
clasificacion basado exclusivamente en estos caracteres resulta artificial y en general muy
alejada de la filogenia basada en relaciones evolutivas estimadas a partir del analisis de
secuencias.

El cistron nuclear del ARNr, compuesto por los genes 18S, 5.8S y 28S y sus espaciadores
intergénicos transcripcionales (ITS), han sido durante décadas las secuencias mas utilizadas
para la identificacion de hongos pero también para el establecimiento de sus relaciones
evolutivas (15) (Fig. 3). El ADNr 18S, cuyo transcrito forma parte de las subunidades
pequefias de los ribosomas (SSU), es una regién muy conservada a nivel evolutivo y en
hongos por lo que de utiliza para determinar el rango taxondmico supra-genéricos. La
secuencia del gen 28S forma parte de la subunidad ribosémica mayor, se utiliza como
marcador unico o en combinacion con las secuencias de los ITS con el fin de establecer
relaciones filogenéticas a nivel de género, aunque en algunos grupos pueden suficientemente
resolutivas para discriminar a nivel de especies. El gen 5.8S, suele utilizarse junto con los ITS,
ITS1 e ITS2, sobre todo para delimitar especies. Las secuencias de las regiones de los ITS
suelen ser muy variables entre algunas especies fungicas. Sin embargo, para determinados

géneros de hongos anamoérficos como Aspergillus, Penicillium, Talaromyces entre otros, la



region ITS es poco variable entre especies, por lo que en estos casos se hace necesaria la
secuenciacion de otros genes, principalmente los codificantes para proteinas estructurales.
Para distinguir especies en géneros muy complejos, actualmente se aplican estudios
multigénicos donde el analisis combinado de las secuencias de varios genes que codifican
proteinas como son el factor de elongacion (EF-1a), R-tubulina (TUB y BT2), actina (ACT),
quitina sintasa (CHS) y calmodulina (CAL) han permitido delimitar la taxonomia de géneros
tan complejos como Aspergillus(16). Los avances en el campo de la filogenia molecular
impulsaron a la comunidad cientifica a promocionar el proyecto Barcode of Life (iBOL), el cual
promueve la utilizacion de regiones de secuencias cortas y estandar como un codigo de
barras, es decir, como una herramienta que permita identificar especies conocidas y descubrir
otras de nuevas. Al reforzar la taxonomia tradicional, el cédigo de barras del ADN esta
revolucionando nuestra capacidad de conocer y monitorear la biodiversidad
(http://www.ibol.org/phase1/about-us/what-is-ibol/).

El marcador molecular que se ha secuenciado con mayor frecuencia y que ha sido
considerado el codigo de barras del ADN oficial o primario para los hongos es la region de los
ITS (15).
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Figura 3. Representacion de la estructura del cluster formado por los genes del ARN ribosomal y sus

espaciadores intergénicos (ITS) en los hongos .

No obstante estas secuencias, presentan limitaciones, pues como se ha comentado
previamente existen grupos taxondmicos donde estas regiones se encuentran muy
conservadas, por lo que inicialmente se opta por otro marcador o cddigo de identificacion.
Estos barcodes especificos han de poder amplificarse con facilidad y ser capaces de
diferenciar especies muy préximas filogenéticamente.

Por estas razones la identificacion molecular de los géneros Penicillium y Talaromyces se
realizé con un fragmento del gen BenA, gen codificante para la B-tubulina. A pesar de ser un
buen marcador, también presenta algunas desventajas: los alineamientos de alta diversidad
interespecifica contienen muchas posiciones dudosas localizadas en los intrones, las cuales
se solucionarian con un buen alineamiento bioinformatico y la existencia de genes con funcion

similar o paralogos en el orden Eurotiales (17),(18),(19).



Otras marcadores moleculares utilizados con caracteristicas similares a BenA son: la CaM
(Calmodulina) y el Rpb2 (subunidad DNA polimerasa Il). Este ultimo tiene la ventaja de
carecer de intrones en el amplicon lo que permite un alineamiento mas sencillo y concluyente,
pero la desventaja de ser mas dificil de amplificar.

Todas las secuencias de las especies descritas se encuentran en bases de datos tales como
NCBI, GeneBank, NRBC , EMBL, Myco Bank o International comision of Penicilium and
Aspergillus.

2.3 Hongos Ascomicetes

El reino Fungi es uno de los seis reinos que conforman el arbol de la vida (20),(21). Se
subdivide en varias categorias superiores como el subreino Dikarya y siete phyla:
Ascomycota, Basidiomycota, Blastocladiomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota,
Microsporidia y Neocallimastigomycota. El subreino Dikarya agrupa los Ascomycota y
Basidiomycota que incluyen hongos formadores tanto de hifas como esporas dicarioticas (22),
(21) (Fig. 2). El antiguo phylum Zygomycota, que antafio agrupaba a los hongos
evolutivamente mas antiguos y productores de hifas cenociticas, ya no es aceptado como tal
debido a su naturaleza polifilética (22)Sus miembros se encuentran ahora distribuidos entre
el phylum Glomeromycota y cuatro linajes parafiléticos de agrupacion incierta (21), siendo en

conjunto informalmente denominados “Hongos basales” (22) (23) (Fig. 4).
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Figura 4. Clasificacion del Reino Fungi y sus relaciones filogenéticas (18).

En el phylum Ascomycota se clasifican mas del 65% del de todos los hongos descritos hasta
el momento (24), y es un filo muy diverso que incluye descomponedores asociados con una
gran diversidad de sustratos (estiércol, madera, tierra), simbiontes y asociados con plantas y
animales, y habitantes de ecosistemas marinos y terrestres. Numerosas especies estan

asociadas a plantas y van desde patdgenos hasta simbiontes antagonistas beneficiosos como



las micorrizas a endofitos foliares, de la raiz y de la madera cuyas verdaderas funciones
siguen siendo desconocidas. Este grupo de hongos ha tenido un gran impacto en el desarrollo
de nuestra civilizacion desde los albores de la humanidad, tanto por sus beneficios como por
sus implicaciones negativas. Algunos ascomicetos estuvieron entre los primeros organismos
domesticados por humanos y se han utilizado en la fermentacion de alimentos y bebidas
desde hace mas de 9,000 afos (25).

Actualmente los Ascomycota estan configurados por tres subphyla: Taphrinomycotina,
Saccharomycotina y Pezizomycotina, este ultimo agrupa 63 000 especies, muchas mas que

las que reunen los otros dos conjuntamente, distribuidas en 13 clases y 67 6rdenes (23).

Los hongos incluidos en Pezizomycotina son mayoritariamente filamentosos y en esta
categoria se agrupan los ascomicetos capaces de formar cuerpos fructiferos o ascomas (Fig.
2). Las esporas sexuales llamadas ascosporas, se desarrollan en el interior de estructuras a
manera de saco denominadas ascos, que a su vez se forman en el interior de los ascomas a
partir de las hifas fértiles o hifas ascogenas (ascogonio). En este grupo ademas de las formas
sexuales la reproduccion asexual se produce prolificamente. Las especies solo tienen un
estado sexual pero muchas suelen tener mas de un estado asexual, este fendmeno es
conocido como pleomorfismo. Los ciclos sexuales y asexuales del Phylum Ascomycota se
aprecian en la (Fig.2). Dentro de los Pezizomycotina se encuentran los hongos productores
de las mycotoxinas mas potentes conocidas hasta el momento por la ciencia, las aflatoxinas
de Aspergillus y la penicilina de Penicillium, ambos representantes del orden Eurotiales, clase

Eurotiomycetes. El grueso de nuestro trabajo se centrara en representantes de este orden.

2.4 Los géneros Penicilliumy Talaromyces

Johann Heinrich Friedrich Link (1809) describio el género Penicillium hace ahora mas de 200
afos, quien propuso este nombre por la semejanza de las estructuras de reproduccién
asexual (anamorfo) con un pequefio pincel: Penicillium, deriva del latin penicillius que significa
‘pincel'—. Desde entonces mas de 1000 especies han sido propuestas para este género sobre
todo durante el pasado siglo. El primer teleomorfo o forma sexual asociado al género
Penicillium fue el género descrito como Eupenicillium, consistente en ascomas cerrados
(cleistotecios) de paredes duras y rigidas dentro de los cuales se producian esporas
elipsoidales de paredes ornamentadas. Aproximadamente 80 afios después de este hallazgo,
se introdujo un segundo estado sexual asociado igualmente con formas asexuales tipo

penicilia, el género Talaromyces, que también produce ascomas cleistoteciales, de color

10



amarillo delimitados en este caso por una pared blanda y recubierta de un entramado de hifas,

y con ascosporas de paredes recubiertas de pequefas espinas.

La clasificacion de los hongos tipo-Penicillium y de sus estados sexuales comenzo a revisarse
criticamente a finales del siglo pasado cuando se incluy6 el concepto de taxonomia polifasica,
donde se complementa la identificacion morfolégica con informacién sobre la fisiologia
(crecimiento en diferentes medios y temperaturas, perfiles de extrolitos) y se complementa
con el analisis de secuencias de diferentes genes. La revision taxondmica mas completa de
este género se realizé teniendo en cuenta los resultados presentados por R. Samson, J.
Houbraken et al. (26) sobre la reevaluacion de la familia Trichocomaceae. Estos autores
pusieron de manifiesto la incoherencia de la denominada “nomenclatura dual”’, donde la
clasificacion era dependiente de la morfologia. El abandono de este sistema condujo a
cambios significativos en la taxonomia de Eupenicillium, Penicillium 'y Talaromyces.

Los estudios filogenético basados en la secuencia de cuatro genes (subunidades | y Il de la
polimerasa ARN, rpb1 y rpb2; el factor de maduracion del ribosoma, Tsr1 y la subunidad 8 de
la chaperonina citoplasmatica, Cct8) evidenciaron que las especies con morfologia asexual
tipica de Penicillium no formaban un grupo monofilético de organismos, sino que se separaban
en dos clados o grupos. El primer agrupamiento contenia las especies de Eupenicillium y la
mayoria de las especies anamorficas sin estado sexual conocido. En el segundo clado se
ubicaban las especies de Talaromyces y las de Penicillium que aunque no tenian estado
sexual reconocido presentaban un patrén de ramificacién del conidiéforo similar a los de los
Penicillium anamorfos de Talaromyces, conidioforos biverticilados simétricos (para detalles
morfoldgicos adelante (Fig. 6).

En consecuencia y siguiendo los preceptos de prioridad de nombre y de nomenclatura unica,
las especies aceptadas de Eupenicillium fueron transferidas a Penicillium y las de Penicillium
biverticiladas al género Talaromyces.

La Comision Internacional de Penicillium y Aspergillus (ICPA) se reunié en Utrecht, Holanda,
para discutir las implicaciones de la nomenclatura de nombre unico en la taxonomia de estos
géneros y sus teleomorfos, y establecidé por consenso la prioridad de uso del nombre del
estado asexual para especies clasificadas dentro de Asperqgillus s st. y Penicillium s st.

Los géneros Penicillium y Talaromyces estan en la actualidad clasificados dentro del phylum
Ascomycota, clase Eurotiomycetes, orden Eurotiales, familias Aspergillaceae 'y
Trichocomaceae, respectivamente (Fig. 5). Ambos géneros cuentan con una clasificacion
sub-genérica dividida en secciones y basada en la identificacion polifasica (27),(26),(28).
Actualmente el género Penicillium comprende mas de 420 especies segun la base de datos

del ICPA, las cuales se distribuyen en dos Sub-géneros Aspergilloides y Penicillium, que
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contienen 14 y 12 Secciones, respectivamente (Tabla 1, Fig. 6A). Por otra parte el género
Talaromyces comprende mas de 120 especies incluidas en siete Secciones (Tabla 2, Fig. 6B)
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Figura 5. Representacion esquematica de la ubicacion taxonémica y de las relaciones filogenéticas
dentro de los Eurotiomycetes. Adaptado de (29), (23).
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Figura 6. Representacion esquematica de las relaciones filogenéticas en: A. Penicillium. B.

Talaromyces. Adaptado de (30), (31).

Tabla 1. Resumen de la clasificacion por secciones en diferentes estudios de Penicillium. (26).

Pitt (1979) Stolk y Samson (1985) Houbraken y Samson (2011) Clasificacion actual'
Seccion E specie tipo Seccion Especie tipo Seccion Especie tipo Seccion E specie tipo
Aspergiloices  P. aurantiobrunneum  Aspergilbides P. glabrum Aspergibices P. sunantiobrunneum | Aspergiloides P. aurantobrunneum
Coremigenum  P. duclauxii 17 ilum* P. luteum®  Brevicompact: P. olsonii Brevicompacts P. olsoni
Coronatum P. olsonii Coremigenum P. dudeuxi Cenescentia P. canescens Canescentis P. canescens
Cylndrosporum P. talcum Divercatum  P. janthnelum Chariesii P. charlesi Chariesi P. chardesii
Divarcatum P. janthinelum Elsdia P. sascculum Chrysogens P. chrysogenum Chrysogens P. chrysogenum
Exibcaulis P. restrictum G th P. lavendul, C P urp P. P urp C pup P. cnnamopurpureum
Furcatum P. oxslcum Inordinate P. arenicols Ctrins P. ctrinum Citrna P. ctrnum
Inordnate P. arenicola Penicilum P. expansum Digtata P. digitatum Eladie P. sacculum
Penialium P. expansum Ramosum P. lanosum Eladia P. saccuum Exilcauvlis P. restricum
Simplcum P. minioluteum Torvbmyces P. lsgens Exicauis P. restrictum Fasciculsta P. viridicatum
Fascculats P. vrdicatum Fracta P. fractum
Fracta P. fractum Gracienta P. gracientum
Gracilents P. gracientum Lanata-ovarcats  P. janthinelum
Lanstaonancats  P. jpnthinelum Ochrossimones P. ochrossimoneum
Ochrossim P. ochrossim: Osmophils P. osmophium
Paradoxs i”p::;:’:)" (Antes Paradoxa P. parsdoxus
Pencilum P. expansum Peniclium P. expansum
Ramigens P. cyaneum Ramgena P. cyaneum
Ramosum P. lsnosum Ramosum P. lanosum
Roquef P. roqueforti Robsamsonia P. robssmsoni
Scilerotiors P. sderotorum Roguefortorum P. roqueforti
Stokia P. stolkiee Sclerotiors P. sderotorum
Thysanophora ;n‘m'?ﬁ:’:;; Stolkia P. stolkise
Torviomyces P. lsgens Thy phora P. gl % -
Turbata P. turbatum Torvlomyce s P. lagens
urbats P. turbatum /

'Clasificacion actual de acuerdo a: Viagie et al. 2014a y Houbraken et al. 2016.
*Seccion actualmente incluida en el género Talaromyces seccion Talaromyces (T. minioluteus).

** Sin material tipo disponible.
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Tabla 2. Resumen de la clasificacién por secciones en diferentes estudios de Talaromyces.
Adaptado de (31).

Stolk y Samson (1972) Pitt (1979) Yilmaz et . (2014)

Seccion Especietipo Seccion/Series Espedie tipo Seccion  Espedetipo
Emersoni T, emersonii Penicilium secc. Simplicium ser. Islandca  P. islandicum Bacilispori T, bacilkisporus
Purprea T, purpureus Penicilium secc. Simplicium ser. Miniolitea  P. minioluteum Relici T. helicus
Taaromyces T.flavus Pencilium subgenus Biverticilium secc. P. dendriticum Islandci T. isandicus

(=T. vermiculalus)  Coremigenumser. Dendritica

Thermophila T, thermophilus Penicilium subgenus Biverticilium secc. P. duclauxii Pupurei T. purpureus
Coremigenum ser. Duclauxii
Purpureus/Purpurei T. purpureus Subinflati T. subinflatus
Taaromyces/Flavi T. flavus Talaromyces T, flavus
Taaromyces/Luted T. luteus Trachyspermi T, trachyspermus
Talaromyces/Trachyspemi T. trachyspermus
Thermophilus/Themmaophil T. thermophilus

2.4.1. Caracteristicas morfologicas

Tradicionalmente la identificacion de los hongos se basé en los caracteres morfolégicos, y
aunque la filogenia basada en caracteres moleculares ha demostrado que este sistema es
poco fiable, ciertas caracteristicas morfoldgicas siguen siendo relevantes a la hora de separar
géneros proximos o de distinguir entre especies muy cercanas filogenéticamente.

Mayormente las especies de Penicillium y Talaromyces comparten anamorfos con
caracteristicas en sus microestructuras muy semejantes (Fig. 7). Los estados asexuales en
estos géneros se caracterizan por formar conidiéforos simples o formando complejos patrones
de ramificacion, en los cuales se pueden distinguir entre la estipe o eje principal del
conidioforo, generalmente largo y cilindrico y las ramas que pueden variar en su numero
dando lugar ramas secundarias que varian en su numero dando lugar a diferentes categorias
o patrones de ramificacion: monoverticilados, divaricados, biverticilados, triverticilado o
cuadriverticilado. Es caracteristico de algunas especies la formacion sobre las ramas
terminales de las métulas, que son células de soporte sobre las cuales se desarrollan las
fialides, tipo de célula conidiégena caracteristica de estos géneros (Fig. 7G). A partir de las
fialides se forman los conidios que se disponen en cadenas no ramificadas y suelen tener

tonalidades verdosas o en diferentes tonos marronosos (20).
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- Rama primaria
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G l

Figura 7. Tipos de conidiéforos y sus ramificaciones: A. Conidiéforos con fidlides solitarias. B.
Conidioforo monoverticilado. C. Conidioforo divariacado. D y E. Conidiéforos biverticilados. F.
Conidioforo triverticilado. G. Conidioforo cuatriverticilado (10 = pm). Adaptado de Atlas of soil

Ascomycetes (32).

No obstante algunas caracteristicas sutiles nos permiten diferenciar entre las especies de
ambos géneros, por ejemplo en Penicillium las fidlides son ampuliformes y raramente
cilindricas, sin embargo en Talaromyces las células conidibgenas son aceradas, lanceoladas

pero raramente ampuliformes (Fig. 8).

Figura 8. Morfologia de las células conidiégenas en Penicillium (A, B) y Talaromyces (C,D). Fialides
ampuliformes en P. nodositatum (A) (33) y P. Crystallinum (28) B) . Fialides acerosas a lanceoladas en

T. amestolkiae (B) y T. angelicus (D) (31). Barra = 10 um.

Como hemos mencionado previamente algunas especies de estos géneros pueden producir
en cultivo sus estados sexuales, por lo que algunas caracteristicas derivadas del teleomorfo
son también utiles para discriminar entre ambos géneros. En ambos géneros los cuerpos

fructiferos son tipo cleistotecios, es decir ascomas completamente cerrados de esféricos a
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globosos, sin embargo en Penicillium son duros, con paredes pseudoparenquimatosas, con
un patrén de maduracién desde el centro hacia afuera y a menudo presentan una maduracion
tardia (30d o mas); suelen tener coloraciones que van desde el blanco, amarillo, naranja,
marrén y ocasionalmente negro o rojo (28). Por otra parte en Talaromyces los cleistotecios
poseen unas paredes blandas, delgadas compuestas por un entramado de hifas, y suelen
madurar en pocas semanas, presentan coloracion comunmente amarilla, ocasionalmente
blanca, cremosa, rosa, naranja, rojiza o verde (31).

Otros caracteres utilizados provienen de la macromorfologia entre ellos las texturas de las
colonias, el grado de esporulacion, la coloracion de la masa de conidios, presencia y
pigmentacion de exudados superficiales o difusibles en el medio, entre otros (Fig.9).

Figura 9. Algunos caracteres macromorfolégicos derivados de la morfologia de las colonias: Colonias
aterciopeladas (A — C). P. persicinum (A). P. chrysogenym (B). P. chrysogenum (C). Produccién de
exudados (B). Cabezas conidiales grandes y compactas en P. brevicompactum (D). Colonia flocosa,

tomentosa en P. camemberti (). Colonia fasciculada en P. expansum (F) (34).

Otros caracteres fenotipicos que se tienen en consideracion estan relacionados por ejemplo
con la tasa de crecimiento a diferentes temperaturas y sobre diferentes medios de cultivo, el
crecimiento sobre medios con baja actividad de agua y la produccion de acido y la produccién
de diferentes extrolitos entre otros (Fig. 10).

La identificacion basada en los criterios previamente expuestos es usualmente compleja,
laboriosa y requiere de personal altamente especializado. Esto unido a la gran diversidad de
especies aceptadas hace esta tarea aun mas dificil. Sin embargo, los métodos moleculares
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constituyen una herramienta rapida y algo mas sencilla, por lo que para el presente trabajo de
fin de grado, las caracteristicas morfolégicas se han complementado con técnicas de biologia

molecular para realizar una identificacion precisa.

Como se explicoé anteriormente el barcode seleccionado para los hongos fueron los ITS, sin
embargo para Penicillium y Talaromyces este marcador es poco resolutivo y no permite una
identificacion a nivel de especie, sino que su alcance a nivel de filogenia solo permite
relacionar a nivel de secciones. Por ello para estos géneros se seleccion6 un codigo de barra
secundario para la identificacion rutinaria a nivel de especie, un fragmento del gen $3- tubulina
(BenA). Estas secuencias cumplen con los requisitos deseados para un barcode: es facil de
amplificar, es capaz de discriminar especies cercanas y por ultimo pero no menos importante,
existen bases de datos de referencia muy completas, es decir hay suficientes secuencias
representativas de la mayoria de los taxa descritos y estas se encuentran disponibles en
plataformas de uso publico.

Para la delimitacion de especies potencialmente nuevas se recomienda no obstante la
secuenciacion de varios marcadores y la reconstruccion filogenética basada en analisis
multilocus, para los que se suelen combinar las secuencias de ITS, BenA'y

CaM o rpb2.

En el presente trabajo hemos podido desarrollar algunos de los puntos de la identificacion
polifasica establecida para la taxonomia de Penicillium y Talaromyces, principalmente,
aquellos que son estandar para la descripcion de nuevas especies incluyendo datos
moleculares, morfoldgicos, fisioldgicos y ecoldgicos y siguiendo las recomendaciones de
Visagie et al. (28) (Fig. 10).
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Caracterizacion
Fenotipica

Macromorfologia: Caracteres de las
colonias (didmetro textura, color de la
colonia y de las masas conidiales,
produccién de pigmentos y exudados,
tasas de crecimiento. Produccié de dcido
en CREA

Micromorfologia: Preparaciones a partir
de colonias en MEA.

Liquido de montaje: Shear’s o dcido
lactico 60%

Caracteres morfoldgicos: Tamaiio,
ornamentacion de estipes, fidlides,

métulas, patrén de ramificacion de los

CRITERIOS PARA LA
IDENTIFICACION POLIFASICA

Penicillium & Talaromyces

Inoculacién
Suspension de conidios
(Agar 0,2%, + Tween 80 0,05%)

Medios de cultivo
Recomendados: MEA, CYA, OA, YES, CREA
Opcionales: CZ, DG18, CYAS, MEAbI

——
Incubacién
7 dias a 25 2C /todos los medios)
Placas adicionales de CYA a 30y 37 2C
Recomendaciones: Condiciones de oscuridad y permitir suficiente aireacion

}

Caracterizacién
Molecular
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ITS, BenA

Genes para filogenia:

BNy Caracterizacion
Metabdlica

Perfiles de extrolitos
(metabolitos secundarios)

conidiéforos, caracteristicas del CaM, rpb2
teleomorfo

Figura 10. Diagrama de flujo que resume los métodos recomendados para la identificacion y
caracterizacion de especies de Penicilliumy Talaromyces (28).

2.5 Importancia de los géneros Penicillium y Talaromyces

Los géneros Penicillium y Talaromyces conjuntamente con Aspergillus son los organismos
fungicos que mayor impacto economico tienen para el ser humano, debido a su gran
relevancia en diversos aspectos de la vida humana, ya sea en el campo de la biotecnologia o
la industria (farmacéutica y alimentaria), o porque algunas de sus especies son de interés
clinico dada su capacidad para causar infecciones en humanos y animales.

En la industria farmacéutica el género Penicillium tiene una gran importancia como productor
de metabolitos secundarios de accion antibidtica como la penicilina (P. chrysogenum) (35),
metabolitos de accién antifungica como la grisofulvina, (P. griseofulvum) (36), sustancias
inmunosupresoras como el acido micofendlico (P. brevicompactum) o anticolesterolémicos
como la compactina (P. brevicompactum). Algunas especies también han sido
tradicionalmente explotadas en la industria alimentaria para la fabricacién de quesos como el
Camembert o el Roquefort; la elaboracion de salsas fermentadas y salamis (P. chrysogenum,
P. roqueforti P. nalgiovenseo P. salami) (37),(38). Otros en cambio son productores de
micotoxinas como la putalina que deterioran algunas frutas (P. expansum, P. griseofulvum'y
P. novae-zeelandiae) (39). En los ecosistemas tiene ademas un importante papel en la
descomposicion de la materia organica, para lo cual determina su gran diversidad metabdlica,
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y es esta capacidad de degradacion lo que ha promovido que sus especies sean objeto
constante de estudio en la busqueda de nuevas enzimas de interés (39),(41) ,(42).

El género Talaromyces tiene también un gran impacto en la industria alimentaria, en este caso
por capacidad de deteriorar los zumos y otros productos pasteurizados que tienen como
materia prima diferentes tipos de fruta (T. macrosporus, T. flavus, T. bacillisporus, T. helicus,
T. stipitatus, T. trachyspermus y T. Wortmannii) (43),(44). Algunas especies también son
productoras de micotoxinas en alimentos, como la rubratoxina que es una potente
hepatotoxina producida por T. purpurogenus (45) o la cicloclorotina, islanditoxina,
eritrosquirina y luteosquirina, todas hepatotdxicas y carcinogénicas (46), (47), (48), (49), (50),
(61). Sin embargo otras especies tienen un impacto positivo en la produccion de alimentos,
Talaromyces flavus por ejemplo, es uno de los hongos mas importantes utilizados en el
biocontrol de fitopatdgenos residentes en el suelo debido a su actividad antagonista contra
Verticillium dahliae, V. albo-atrum, Rhizoctonia solaniy Sclerotinia sclerotiorum (52), (53),(54)
(55). Las especies del género Talaromyces tienen la capacidad de producir una gran variedad
de pigmentos solubles y de enzimas lo que lo convierte en objeto de estudio de gran interés
para la industria biotecnoldgica. Entre estas enzimas tenemos las B-rutinosidasas, celulasas
endoglucanasas, fosfatasas, y xilanasas (45).

Aunque las infecciones provocadas por especies de estos géneros son raras, algunas han
sido descritas como patégenas para los animales y el hombre. Las manifestaciones clinicas
descritas van desde micosis superficiales a infecciones invasivas, y algunas especies son
ademas potentes alérgenos; no el desarrollo de estas afecciones esta muy relacionado con
el estado inmunoldgico de los pacientes (56), (45).

Entre las especies patdgenas oportunistas de Penicillium podemos citar a P. chrysogenum
asociada a infecciones cutaneas e invasoras; P. citrinum como responsable de queratitis,
infecciones cutaneas y neumonia; a P. decumbens involucrado en infecciones
paravertebrales; y P. oxalicum responsable de micosis invasivas en pacientes con leucemia
mieloide aguda, diabetes mellitus, y enfermedad pulmonar obstructiva crénica (57),(58). Sin
embargo estudios recientes basados en técnicas moleculares para la identificacion de 118
aislados clinicos procedentes de Estados Unidos demostré una alta frecuencia de las especie
P. rubens y P. glabrum las cuales no habian sido previamente asociadas a ningun reporte
clinico (59).

Talaromyces marneffei es la especies mas importante a nivel de casos clinicos de este
género, la cual ha sido considerada como un patdgeno fungico emergente sobre todo en
paises del Este de Asia como China Taiwan y Tailandia donde ha provocado casos micosis
letales especialmente en individuos inmunocomprometidos (31). Otras especies han sido
reportadas ocasionando desde micosis superficiales hasta fungemias tanto en humanos como

en animales. Otras especies del género reportadas como patégenos oportunistas son: T.
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amestolkiae, T. indigoticus, T. piceus, T. purpurogenus, T. radicus, T. ruber, T. rugulosus, T.
stollii, y T. verruculosus.

2.6 Hongos en sedimentos fluviales

Los rios forman un ecosistema en si mismo que se caracteriza por una dinamica y complejidad
extrema. La estructura del ecosistema fluvial se puede dividir en el cauce, la zona de ribera,
la llanura de inundacién y la zona hiporréica (sedimentos) (Fig. 11), las cuales tienen una
dindmica muy activa dependiente de la hidrologia, la distribucion de los sustratos y de la
materia transportada.

Entradas verticales

Zona de ribera
Corredor biolégico

Cauce
Formado por diferentes hdbitats
Répidos

Pozas

) Llanura de inundacién
Barras de sedimentos

(zonas cubiertas de agua en periodos de crecida)

Zona hiporreica
(agua no superficial + sedimentos)

Figura 11. Esquema representativo de la estructura fluvial en un rio. Sefialadas con flechas se

representan algunas interacciones entre estos componentes. Adaptado de (60).

Diferentes factores influyen en diversidad bioldgica de estos ecosistemas desde abidticos
como las caracteristicas geoldgicas, la meteorizacién y caracteristicas de los suelos, el clima,
la pendiente de la cuenca, el caudal circundante o la quimica de las aguas, o los factores
biéticos que dependen por ejemplo de la densidad y el tipo de vegetacion que forma la cuenca
(60).
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La llegada al rio de material disuelto en forma de particulas varia con las estaciones, las
variaciones hidrologicas y las transformaciones que se producen en el medio circundante, que
puede influenciar la disponibilidad de luz (60). La biota y la microbiota que habita en este
ecosistema variara en consecuencia en respuesta a la disponibilidad de materia organica, lo
que quiere decir que su diversidad y abundancia variara influenciada tanto espacial como
temporalmente, y dependera del flujo de esta materia (Fig. 12) (61).

La microbiota de los ecosistemas fluviales esta constituida por algas, bacterias, hongos y
protozoos y en su conjunto forman el biofilm que recubre el lecho del rio. Estos organismos
son esenciales para mantener la dinamica de los materiales disueltos, tanto de los
compuestos organicos como de la materia organica muerta (detritus) y esta ultima constituye
la mayor parte de la energia quimica del ecosistema fluvial. Los hongos, crecen
preferiblemente sobre la materia organica (hojas, ramas, restos de animales) pero también
sobre sustratos inorganicos que forman los sedimentos del rio. Estos organismos tienen un
papel crucial en el reciclaje y reutilizacion del material proveniente de la ribera boscosa, los
cuales son capaces de descomponer gracias a su diversa maquinaria enzimatica. Los hongos
en especial, tienen una mayor capacidad para la descomposicién del material vegetal, porque
poseen enzimas capaces de descomponer moléculas complejas como la celulosa y la lignina
gracias a sus enzimas celuloliticas y lignoliticas como las celobiohidrolasa y la peroxidasa.
Esta actividad es la genera las particulas de materia organica fina (fine particulate organic
matter, FPOM). La materia organica gracias a la actividad descomponedora de estos
organismos saprobios contribuye a la mineralizacion de los ecosistemas fluviales (Fig. 12).
Pero ademas de su importante papel ecologico algunos hongos de este ecosistema pueden
ser parasitos de otros organismos del mismo habitad o llegar a otros ecosistemas a través del
agua. Es por eso que el estudio de su diversidad, concentracion y prevalencia es esencial
para poder tener un mejor conocimiento de su distribucion y posible dispersion.

Los métodos de secuenciacion de primera y segunda generacion han desempefiado un papel
crucial en nuestro conocimiento de las dimensiones reales de la diversidad fungica a través
de obtencién de ADN directamente de las muestras ambientales (eDNA). Sin embargo, existe
una gran necesidad global de mejorar las técnicas y los esfuerzos por el aislamiento en cultivo
de estos organismos, ya que el numero de secuencias desconocidas, sin clasificacion,
aumenta desproporcionadamente en comparacion con el numero de especies descritas (62).
Ademas, para comprender mejor la fisiologia de los hongos de los sedimentos, sus
metabolismo, ciclo de vida, y poder estudiar sus metabolitos como posibles productos
biotecnoldgicos es necesario intensificar el aislamiento y obtencién de cultivos puros para el

posterior ensayo en laboratorio.
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Figura 12. Papel ecoldgico de los hongos acuaticos. Este modelo conceptual muestra diferentes
procesos mediante los cuales los hongos acuaticos transforman e incorporan materia organica aléctona

y autdctona en la red alimentaria. DOM, materia organica disuelta; POM, materia organica en particulas.

Modificado de (61).

3. Interés, hipotesis y objetivos del estudio

Los hongos pueden ser patdégenos para los seres humanos, animales y plantas. Sin embargo,
como se ha comentado anteriormente, en su mayoria resultan ser beneficiosos para el hombre
gracias a la produccién de una gran variedad de compuestos bioactivos. Sobretodo
metabolitos secundarios con amplio abanico de aplicaciones en la industria farmacéutica
(antifungicos, antibacterianos, inmunosupresores, depresores del colesterol) o como agentes
para el biocontrol de plagas y enfermedades en la agricultura. Si tenemos en cuenta que la

diversidad fungica conocida solo representa un 2% del total estimado (15 millones de especies
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aprox.)(63), es de esperar que proporcionalmente las posibilidades metabdlicas aun por

descubrir sean igualmente considerables.

La microbiota de los sedimentos fluviales despierta gran interés biotecnoldgico. Esta
comprende un grupo de organismos de gran importancia por la capacidad de degradacién de
compuestos organicos complejos, que tiene un papel crucial en el flujo de energia bioquimica
a la red alimentaria y en la autopurificacion del ecosistema fluvial y del entorno. Debido a esta
relacion con el ecosistema, los cambios en la diversidad fungica en los sedimentos podrian
proporcionar informacion sobre las caracteristicas fisicoquimicas y de la calidad del agua del
rio, por lo que el interés también se ha trasladado a que podrian ser utilizados como
organismos indicadores de la salud del ecosistema. Por lo tanto, seria importante estudiar la
diversidad fungica de esta comunidad para posteriormente poder dilucidar qué mecanismos
pueden influenciar sobre ella y en respuesta a las diferentes condiciones ambientales.

Los sedimentos fluviales son un reservorio natural de propagalos fungicos poco explorados
en nuestro pais, por esta razon en la Unidad de Micologia y Microbiologia Ambiental se lleva
a cabo el proyecto BIODIV (CGL2017-88094-P), cuyo objetivo principal es el estudio de la
diversidad fungica en Espafia, poniendo énfasis en los ecosistemas de los sedimentos
fluviales hasta la fecha poco estudiados en nuestro territorio.

En el marco de estos intereses, nos planteamos como hipoétesis:

Que en los sedimentos fluviales podremos encontrar una diversidad fungica hasta el momento
desconocida para nuestro territorio y para la ciencia en general. En consecuencia partimos
igualmente del supdsito que este ecosistema pudiera representar un reservorio de metabolitos

biolégicamente activos aun por descubrir.

Para demostrar nuestra hipotesis nos plantemos como objetivo general:

- Contribuir al estudio de la diversidad fungica de los sedimentos fluviales de Espana.

Se proponen ademas los siguientes objetivos especificos:

- Aplicar métodos dependientes de cultivo para el aislamiento, preservacion e

identificacion de los hongos ascomicetos presentes en sedimentos fluviales.

- Delimitar las relaciones filogenéticas de nuestras cepas mas interesantes mediante

analisis de secuencias barcode del DNA.
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4. Materiales y Métodos

4.1 Organizacion del estudio

En la figura que se muestra a continuacion se representan en forma de cronograma general

las principales taeras desarrolladas en el presente estudio (Fig.13).

* Recogida de muestras de sedimentos fluviales

* Procesamiento de muestras de sedimentos

* Activacion de esporas mediante compuestos quimicos
* Aislamiento de hongos de interés

* Estudio morfolégico

* Desarrollo de los protocolos para la extraccion y secuenciacion
del DNA

» Conservacion de las cepas

* Identificacion preliminar a trvés de la herramienta BLAST
» Recontruccion filogenética

» Estudios morfologicos y fisiolégicos

» Redaccion de la memoria del trabajo de fin de grado

Figura 13. Plan de trabajo seguido para conseguir objetivos propuestos.

4.2 Origen de las muestras

Las muestras trabajadas fueron procedentes de los sedimentos del Rio Fondon de Chapela
en Vigo. La recogida se realizé en bolsas individuales dos dias antes de entrar en el
laboratorio, el dia 8 de enero de 2020. Se recogieron dos muestras en las coordenadas
42.2675045, -8.6704811: Ruta de los molinos del Rio Fondén — Chapela — Vigo. Una a
aproximadamente un kilbmetro de la desembocadura del rio y otra en la propia

desembocadura (Fig.13).
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Las muestras del Rio Segre de Lleida, estaban conservadas en la nevera del laboratorio a
una temperatura de 4°C. Fueron recolectadas el dia 3 de diciembre de 2019 por un estudiante
de tercer ciclo de la Unidad de Micologia y Microbiologia Ambiental de la Facultad de Medicina
y Ciencias de la Salud (Universitat Rovira i Virgili). Trabajamos con dos de estas muestras,
las del punto 1 con las coordenadas 41.89834, 0.88110, Riu Segre, Camarasa — Lleida y del
punto 7, con las coordenadas: 41.42754, 0.335020, Riu Segre— La Granja d'Escarp (Fig.14).

A estas se les realizé el mismo procesamiento que a las anteriores

Figura 14. Puntos de colecta de las muestras de sedimentos. A, B. Rio Fondon, Vigo. C, D.
Rio Segre en Lleida.

4.3 Métodos de aislamiento

Una vez en el laboratorio, las muestras de sedimentos fueron homogenizadas, y se tomaron
dos sub-muestras de 1g. Cada una de estas fue sometida a los métodos de activacion
quimica de esporas latentes utilizando acido acético, etanol y fenol. Este procedimiento se
realizé con el objetivo de generar un choque quimico y causar la germinacion de esporas en
latencia, para asi poder obtener una mayor variabilidad de especimenes en cultivo.
Posteriormente fueron sembradas por duplicado en placas de Petri con medio PDA (PCA; 20g
de papas ralladas, 20 g; agar, 20 g; agua destilada,1 L al que se le adicionaba L-cloranfenicol
(200 mg) y 1% p / v de dieldrin en dimetil-cetona (20 gotas ), que se utilizan para inhibir el
crecimiento de colonias bacterianas y la presencia de acaros, respectivamente. Las muestras
procesadas fueron incubadas a 25 °C, para aislar los hongos, con crecimiento mas rapido, y
15 °C para aislar hongos, de crecimiento mas lento y con requerimientos de temperatura
inferiores (este tipo de muestras se suele incubar ademas a 4 °C para simular las condiciones
del medio de procedencia, sin embargo por cuestiones de tiempo, ya que la tasa de
crecimiento suele ser muy baja y las muestras han de ser observadas al menos durante 4

meses, esta variante no fue considerada en el presente estudio).
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Las muestras fueron evaluadas ademas a través de la siembra directa en superficie sobre
medio PDA (mismo lote de medio que para las muestras activadas) en placas de Petri de
9mm e incubadas a las mismas temperaturas 25°C y 15°C.

Para cada uno de los métodos/temperaturas se realiz6 una réplica.

4.3.1 Activacion de esporas latentes con acido acético

Cada gramo de sedimento fue suspendido en un tubo de ensayo con 5ml de acido acético
preparado al 5% v/v. Fue agitado durante 5 minutos y dejado en reposo otros 5 minutos.
Posteriormente el acido fue eliminado por decantacion y los sedimentos fueron resuspendidos
en agua destilada estéril. El contenido de los tubos fue distribuido en cuatro placas de Petri
de 9mm (37).

4.3.2 Activacion de esporas latentes con etanol

Se suspendié aproximadamente 1 g de cada muestra de suelo en 5 ml de etanol al 65% v / v.
Los siguientes pasos fueron los mismos que para la técnica de activacion con acido acético
(37).

4.3.3 Activacion de esporas latentes con fenol

Se suspendié aproximadamente 1 g de cada muestra de suelo en 5 ml de fenol al 2% p / v.
Los siguientes pasos fueron los mismos que los descritos para la activaciéon por acido acético
(64).

4.4 Obtencion de un cultivos puros

Las placas fueron observadas periddicamente para detectar crecimiento fungico y comprobar
la esporulacion de las colonias bajo un microscopio estereocépico (Leica Wild 5A, con
aumentos entre 4x y 50x).

Cuando comenzo a detectarse crecimiento fungico, se tuvieron en cuenta sus caracteristicas
macroscopicas e color de la colonia, presencia de estructuras de reproduccion, colores de
superficie.

Una vez localizada las zonas con evidente esporulacion se recogian conidios o bien
ascosporas liberadas, o bien ascomas tipo cleistotecios con ayuda de agujas hipodérmicas
estériles. Estos propagulos eran entonces depositados, sobre medio PCA suplementado con
antibiético (Cloranfenicol 50mg/L), dibujando tres estrias en paralelo sobre la superficie del
agar (Fig. 15). Esta manera de proceder permite obtener propagulos aislados sobre la estria.
Estos cultivos se incubaban a 25 + 2 °C y se revisaban diariamente bajo la lupa o con ayuda

del microscopio Optico a pocos aumentos (4X, 10X) para detectar crecimiento. Porciones
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periféricas de las colonias procedentes de un unico propagulo se transferian a otros medios
de cultivos, principalmente sobre agar harina de avena (OA copos de avena, 30 g; agar-agar,
20 g; agua destilada, 1L,) y agar patata-zanahoria (PCA g de patata, 20 g de zanahoria, 20 g
de agar, 1000 mL de agua destilada), contenidos en placas de Petri de 5 cm de diametro
obteniendo de esta forma cultivos monospoéricos. Estas placas se incubaban a 25 + 2 °C en
la oscuridad hasta observar esporulacion y confirmar que el hongo en el medio de cultivo
fuese el mismo que el observado previamente sobre el sustrato original.

Se seleccionaron estos medios porque son medios pobres, sin azlcares anadidos que
simulan el ambiente natural de los hongos saprobios en naturaleza y que propician la
esporulacion. El medio OA no es valido para todos los grupos pero si lo es para la clase
Sordariomycetes, estimulando la formacién del holomorfo. La incubacion se realizé a
temperatura ambiente. En caso de aparecer algun tipo de contaminacion se realizaron pases
a otras placas de cultivo hasta obtener un cultivo puro, el cual se sembré en placas de PCA

con 9 cm de didametro para su evaluacion macro y micromorfolégica.

Tubos (OA, PCA)

Figura 15. Representacion de la obtencidn de cultivos monospéricos. A. Esporas procedentes
del crecimiento en placa (cultivo primario), inoculados en estrias paralelas sobre PCA; espora
germinada (flecha). B. Espora germinada y formacién de colonia miceliar sobre OA o PCA,
cultivo monospérico. C. Subcultivos en placas para la caracterizacion in-vitro de los hongos y

sub-cultivos en tubos para su conservacion.
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4.5 Identificacion morfolégica

En el caso de obtener crecimiento in vitro, la caracterizacion morfolégica se complementaba
con el estudio macro y microscopico de las cepas creciendo en diferente medios de cultivo.
Los aislados de interés taxonémico fueron caracterizados macroscépicamente. Para ello, se
cultivaron en medios de cultivos estandars recomendados para el género Penicillium
especificamnete: agar extracto de malta (MEA), agar extracto de levadura Czapek (CYA;
evaluar crecimiento y produccién de pigmentos), agar creatina sacarosa (CREA; ideal para
comprobar la produccién de acido), agar harina de avena (OA; ideal para observar la
produccion de telomorfos) y agar sacarosa extracto de levadura (YES) y Dicloran glicerol
(DG18; para evaluar crecimiento en baja actividad de agua). Estos medios se incubaron a
temperatura de 25°C.

Finalmente se evalud su temperatura éptima de crecimiento mediante cultivo en CYA a
temperaturas de 15°C, 25°C y 35°C.

El estudio de las estructuras microscopicas, tanto del anamorfo como del teleomorfo, se
realizé a partir de preparaciones de colonias con 7-10 dias de crecimiento, utilizando como
liqguido de montaje el medio de Shear’s (3 g de acetato de potasio, 150 mL de agua destilada,
60 mL de glicerina, 90 mL etanol 95 %) (65). En los casos en que la produccion de conidios
era profusa y muy densa, se realizaban lavados con etanol al 70% con el fin de eliminar el
exceso de conidios (28).

El examen microscopico, incluyendo las mediciones de las estructuras, se realizé en un
microscopio de campo claro Olympus CH-2 (Olympus Corporation, Japon), mientras que las
microfotografias se obtuvieron con un microscopio automatizado Zeiss Axio-Imager M1
(Zeiss, Alemania) provisto de una camara digital DeltaPix Infinity X21, utilizando 6ptica de
contraste de fases y Optica Nomarski (Optica contraste interdiferencial), capturando y

procesando las imagenes mediante el software DeltaPix InSight 5.0 (DeltaPix, Dinamarca).

4.6. Conservacion de cepas

Se comprobd que todos los cultivos fueran puros y los aislamientos fueron depositadas en la
coleccion de la Facultad de Medicina de Reus (FMR). Esta conservacion se realiz6 a la vez
que se realizaban las extracciones de DNA. Tanto la conservacién como la extraccion se

obtuvo de la misma placa de Petri con diametro de 9cm.

La conservacion se realizé6 mediante diferentes métodos:
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- Conservacion en tubo con agar inclinado: Con una asa de Kolle en condiciones
asépticas, se retird parte de micelio de la placa de Petri y se deposito en dos tubos de
polietileno estéril con PCA/OA y tres de vidrio estéril, dos de PCA y uno de OA. Se
conservaron a temperatura ambiente, dejando la tapa desenroscada para favorecer la
entrada de oxigeno al tubo, hasta que crecieron los aislados. Posteriormente se

rellenaron los tubos con aceite estéril mineral conservandolos a temperatura ambiente.

- En viales con agua de grifo y destilada estéril : Mediante el asa de Kolle en
condiciones asépticas se retiraron micelio junto con medio y se introdujo en viales de
cristal con agua de grifo y agua destilada estéril. Se usaron estos dos tipos de agua,
ya que dependiendo de la cepa fungica, esta se conserva mejor en una u otra. Los

viales quedaron totalmente sellados y se conservaron a temperatura ambiente.

- Mediante liofilizacion: En esta técnica se raspd micelio con un bisturi en condiciones
asépticas y se depositd en un vial de vidrio con una solucién de leche desnatada al
10%. Esta actua como agente crioprotector. Posteriormente se introdujeron en un
liofilizador siguiendo el protocolo que este indicaba y se sellaron al vacio para

mantenerse conservados a temperatura ambiente.

4.7 Estudio mediante herramientas moleculares

Una vez realizada la identificacion morfologica preliminar se pasaba al estudio molecular con
la finalidad de corroborar la identificacion de los especimenes y dilucidar su identificaciéon a
nivel de especie de aquellos aislados de interés taxondmico. La caracterizacion molecular se
realiz6 mediante la amplificacién y secuenciacion de diferentes marcadores genéticos: ITS,
BenA, rpb2, y CaM.

4.8 Extraccion de DNA

Para la obtencion de ADNnuclear, los aislados se cultivaron en placas de PDA durante 7-14
dias a 25°C. Posteriormente, se realiz6 la remocion del micelio aéreo y de las estructuras
fértiles mediante el raspado superficial de la colonia utilizando un bisturi estéril. La extraccion
de DNA se realizé siguiendo un protocolo estandar. Se llevé a cabo haciendo uso de Glass
beads sigma y mediante procesos quimicos con buffer de lisis (acetato, cloroformo e

isopropanol.
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4.8.1 Amplificacion, Cuantificacion de DNA y electroforesis

La amplificacion se realizé con distintos primers o cebadores, segun la region a estudiar

dependiendo del género identificado previamente de manera morfoldgica. Para el estudio de

Talaromyces y Penicillium se utilizaron cebadores para amplificar la secuencia BenA. En caso

de obtener una especie nueva también se amplificarian los genes ITS, RPb2 y CaM (Tablas

3y4).

Tabla 3. Ciclos de amplificacién utilizados para la amplificacion y ciclo de PCR en taxonomia

fungica.
Locus Primer | Direcciéon | Secuencia primer Ref.
ITS1 TCC GTAGGT GAACCTGCG | (41)
ITS G
ITS4 Reverse TCC TGA GGG AAACTT CG (66)
Bt.a Forward GGT AAC CAA ATC GGT GCT (67)
GCTTTC
BenA
Bt.b Reverse ACC CTC AGT GTAGTG ACC (67)
CTT GGC
CMD5 | Forward CCG AGT ACA AGG ARG CCT (68)
TC
CaM
CMD6 | Reverse CCG ATR GAG GTC ATR ACG (68)
TGG
5F Forward GA(T/C) GA(T/C) (AJIC)G(A/T) (69)
GAT CA(T/C) TT(T/C) GG
RPB2
7R Reverse CCC AT(A/G) GCT TG(T/C) TTR | (89)
CCC AT
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Tabla 4 . Ciclos de amplificacién utilizados para la amplificacion y ciclo de PCR en

taxonomia fungica.

Gen | Desnaturali | Ciclos | Desnatu- | Hibridaci | Elongac- Elon- Perio-
-zacion ralizacion -6n ion gacion do
incial final restan-
te
ITS, | 94 °C, 5 min 35 94 °C, 45s 55 °C, 72°C,60s | 72°C,7 | 10°C,
Ben 4 min 0
A, 5s
CaM
RPB | 94 °C, 5 min 35 94 °C, 52 °C, 72°C,60s | 72°C,7 | 10°C,
2 i 0
455 455 min

Se cuantifico la cantidad de DNA mediante el Nanodrop, un espectrofotémetro de UV visible
de espectro completo utilizado para cuantificar y evaluar la pureza del ADN. Esto se hizo antes
de realizar la amplificaciéon para ajustar la concentracion de ADN obtenido de la extraccion a

una concentracion optima para la polimerasa de la PCR.

Finalmente se cuantific6 el ADN
después de la PCR para comprobar la

amplificaciéon de la region a secuenciar

mediante electroforesis en gel de
agarosa al 70% (90V-110’) (Fig.16).

Figura 16. Resultados de PCR mostrados con electroforesis.
Ejemplo de Bandas de electroforesis que demuestran la amplificacion después de realizar PCR.

Amplificacion de BenA de socas de los géneros Penicillium y Talaromyces.

4.8.2 Secuenciacion y diagnéstico molecular
Finalmente, los productos de la PCR se enviaron para su purificacién y secuenciacion en
ambas direcciones (forward y reverse) a Macrogen Corp. Espafia (Madrid), utilizando los

mismos pares de cebadores empleados para su amplificacion.
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4.8.3 Ensamblaje y analisis de secuencias

Las secuencias recibidas sin ruido fueron editadas y ensambladas con el programa SegMan,
para posteriormente ser analizadas con el algoritmo BLAST, en GeneBank.

BLAST es una herramienta bioinformatica capaz de identificar porcentajes de similitud entre
dos o mas secuencias. Si el porcentaje de similitud con la secuencia mas proxima es inferior
a 98%, se considera que la muestra pertenece a una especie potencialmente nueva. Las

especies analizadas se muestran en la (Tabla 5).

Especie FMR Activacion T(2C) Seccion BenA BLAST

P.mexicanum | 18203 | Acido acético 25 Paradoxa KJ775178.1 98,25%
P.mexicanum | 18208 | Acido acético 25 Paradoxa KJ775178.1 98,38%
P.mexicanum | 18211 | Acido acético 15 Paradoxa KJ775178.1 98,25%
P.crustosum 18212 Directo 25 Citrina KJ410745.1 98,80%
P.crustasum 18213 | Acido acético 25 Citrina MK682847.1 98,37%
P.crustosum 18225 Fenol 25 Citrina MK682847.1 98,38%
P.Roqueforti | 18204 | Acido acético 25 Roqueforti KF225087.1 96,83%
P.Roqueforti 18209 | Acido acético 25 Roqueforti KM503650.1 96,67%

T.muroii 18229 Etanol 25 Talaromyces JQ965105.1 98,08%

T.liani 18207 | Acido acético 25 Talaromyces MH792909.1 100%
T.wortmannii | 18205 Fenol 25 Islandici KF196853.1 100%
T.wortmannii | 18206 Fenol 25 Islandici KF984648.1 100%
T.wortmannii | 18227 | Acido acético 15 Islandici KF984648.1 100%
T.wortmannii | 18228 | Acido acético 15 Islandici KF984648.1 99,48%

Tabla 5: Aislados de Penicillium y Talaromyces incluidos en este trabajo de fin de grado y

numeros de acceso a diferentes secuencias depositadas en GeneBank.

4.8.4 Alineamiento de secuencias
Las secuencias pertenecientes a una especie potencialmente nueva fueron alineadas,
mediante el algoritmo ClustalW, con las secuencias de las cepas de la seccién a la cual

pertenecia la especie tipo mas cercana filogenéticamente.

4.8.5 Analisis filogenético

Una vez realizado el alineamiento de las secuencias, con el programa Mega 7.0, se utilizaron
distintos modelos algoritmicos tales como K2+G o K2 recomendados por el mismo programa
para el analisis de las secuencias BenA de Penicillium. Posteriormente se utilizaron diferentes
métodos: Neighbor-Joining (NJ) y Maximum Likelihood (ML) para realizar el andlisis de todas
las secuencias de la seccion y asi construir un arbol filogenético. En este paso se confirma si
una especie es nueva. En caso positivo, finalmente se realizan amplificaciones de otros genes

y siembras en medios concretos para completar la descripcion de la nueva especie (Tabla 4).
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5. Resultados

En este trabajo, se aislaron en cultivo puro, un total de 150 cepas de hongos filamentosos. De
estos, 57 produjeron algun tipo de esporulacion en cultivo por lo que pudieron ser identificados
morfolégicamente a nivel de género o de orden. Se pudieron identificar un total de 18 géneros
diferentes (Fig. 17).

m Aspergillus spp. (4)

= Ascomycetes (3)

= Acremonium sp. (1)
Celomycetes (1)

m Cephalotricum sp. (1)

= Chaetomium spp. (5)

m Cladosporium sp. (2)

m Curvularia spp. (2)

m Eurotial (3)

m Gonyotricum sp. (1)

m Gliomastix sp. (1)

m Lecythophora sp. (1)

= Penicillium spp. (20)

= Ochrocondis spp. (3)

= Phialemonium spp. (3)
Purpurocillium sp. (1)

» Pseudogymnoascus sp. (1)

= Scopulariopsis sp. (1)

m Ulocladium spp. (2)

m Talaromyces spp. (2)

Figura 17. Diversidad fungica encontrada identificada a nivel genérico y teniendo en cuenta

Unicamente sus caracteristicas morfologicas.

El género Penicillium fue el predominante en el conjunto de las muestras (n=20), seguido por
Chetomium, Aspergillus y Talaromyces (ver mas adelante re-identificacion molecular de los
aislados tipo penicilia). Pero Penicillium es ademas el hongo que estuvo presente en todas
las muestras (Fig. 18), que pudo ser recuperado a las dos temperaturas ensayadas y fue
recuperado con los tres métodos de activacion de esporas. Por otra parte es interesante
resaltar que los géneros anamorfos, que la siembra directa en superficie permitié recuperar
una mayor diversidad de géneros anamoérficos y que estos se aislaron principalmente del rio
Fondon. Sin embargo los hongos que desarrollan su fase sexual en cultivo como Chaetomium,
Pseudogymnoascus y Talaromyces fueron recuperados principalmente aplicando métodos
quimicos de activacion de esporas como fenol y etanol.
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Rio Segre (25°C) Siembra directa

Acido acético

Rio Fondén (25°C)

Ulocladium
Curvularia
Celomicetoes
Glomastix
Lecythophora
Gonyotricum

Phialemonium
Aspergillus
Cladosporium

Acremonium
Ochrocondis
Purpureocillum
Cephalotricum

Aspergillus
Eurotial

Cephalotricum
Scopulariopsis

Chaetomium
Talaromyces

Chaetomium
Talaromyces

Phialemonium
Ulocladium
Curvularia

Cladosporiul

Rio Fondén (15°C] Rio Segre (15°C)

Pseudogymnoascus
Celomycetes
Glomastix
Lecythophora
Gonyotricum

Scopulariopsis Acremonium
Pseudogymnoascus

Eurotial

Ochrocondis Purpureocillum

Figura 18. Distribucion de los géneros identificados en las diferentes muestras en relaciéon con la
temperatura de incubacion (A) y con las técnicas de activacion de esporas (B).

Debido a la poca variabilidad morfolégica que existe en las especies con morfologia tipo
penicillia ya que estos caracteres son comunes a otros géneros proximos (Penicillago,
Pseudopenicillium, y Talaromyces) se decidio abordar este grupo en profundidad para realizar
una identificacion a nivel de especie utilizando la secuenciacion del marcador BenA.

De las secuencias obtenidas solo 15 llegaron en condiciones aceptables para avanzar en el
trabajo con ellas, errores ajenos a nuestra manipulacion o trabajo en el laboratorio hicieron
que 5 fueran descartadas. Las secuencias 6ptimas fueron ensambladas e introducidas en la
herramienta BLAST. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 19. De los 15 aislados
identificados como Penicillium-like se pudo comprobar que 8 de ellos pertenecian
efectivamente al género Penicillium pero el resto fueron relacionados con especies del género
Talaromyces. Se pudieron identificar con certeza, es decir, los porcentajes de identidad con
la especie mas cercana era mayor igual al 98%, 6 aislados de Penicillium correspondientes a
las Secciones Paradoxa (P. mexicanum, n=3) y Fasciculata (P. crustosum) y 6 aislados de
Talaromyces distribuidos en las Secciones Talaromyces (T. lani y T. murorii con un aislado
cada una) y Islandici (T. wortmannii). Sin embargo dos cepas (FMR 18204 y FMR 18209)
relacionadas con la Seccion Roquefortorum no pudieron ser identificadas con seguridad, pues
la especie mas cercana, P. roqueforti, presenta un porcentaje de identidad por debajo del
punto de corte establecido para este marcador en este género (98% de identidad) (ver Tabla
6).
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Figura 19. Identificacion molecular de los aislados Penicillium —like basados en la comparacién de
secuencias del gen BenA en la herramienta Blast (Standard Nucleotide BLAST,
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=bl

asthome )

5.1 Penicillium Seccion Roquefortorum

Para determinar con mayor certeza la relacion de los aislados FMR 18204 y FMR 18209 con
las especies actualmente aceptadas de la Seccidn Roqueforforum se realizd un andlisis
filogenético preliminar basado en las secuencias BenA de todas las especies hasta la fecha
aceptadas en esta seccion, incluyendo unicamente las especies tipo de cada uno de ellas y
utilizando la cepa tipo de P. venetum (Seccidn Fasciculata) como out group (la raiz del arbol
filogenético). El arbol se construyé usando el método Neighbour-Joining, analizaron un total

de 8 secuencias de 525 pares de bases en cada una de ellas (Fig. 20).
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10 AY674386.1 Penicillium carneum CBS 112297 T

—— HQ442356.1 Penicillium psychrosexualis CBS 128137 T

AF000303.1 Penicillium roqueforti CBS 221.30 T

LT898289.1 Penicillium mediterraneum FMR 15031 T

|FMR 18204

9
| FMR 182099

AY674387.1 Penicillium paneum CBS 101032 T

AY674335.1 Penicillium venetum CBS 20157 T

0.02

Figura 20. Arbol filogenético de la Seccién Roquefortorum del género Penicillium utilizando el método
Neighbour-Joining. El arbol fue construido a partir de las secuencias del gen BenA. Los nimeros que
soportan las ramas representan los valores de bootstrap >70%. El arbol ha sido enraizado utilizando P.

venetum (Seccidn Fasciculata). T: cepa tipo.

Como se observa en la Figura 20 las cepas FMR 18204 y FMR 18209 procedentes de
sedimentos de la desembocadura del rio Fondon forman una rama independiente, distante
filogenéticamente de las especies previamente descritas para la Seccion Roquefortorum: P.
carneum, P. mediterraneum, P. paneum, P. psychrosexualis y P. roqueforti. Esta informacion
refuerza la obtenida a través del Blast, confirmando de que posiblemente estas dos cepas
representen un nuevo taxén para el género Penicillium, por lo que decidimos continuar con el
estudio. Para ello se secuenciaron los marcadores recomendados para el género CaM, RPB2,
ademas del barcode primario para los hongos, los ITS.

Con el objetivo de obtener una mayor robustez en el analisis filogenético, se realizé el
alineamiento concatenado utilizando la combinacion de todos los genes secuenciados. Para
la evaluacion de la concordancia filogenética entre ellos, se realizaron arboles independientes
(datos no mostrados) y se realizé una comparacion visual de la topologia de los clados
basales y terminales que presentaban soporte estadistico significativo en las filogenias de
cada gen por separado y en el andlisis concatenado (70).

La Figura 21 muestra el arbol filogenético construido utilizando el método Maximum-likelihood
(ML) con el algoritmo Kimura 2+ Gamma distribution, con 1000 réplicas bootstrap y cutoff del
95%. El analisis incluyd 2583 pb (ITS, 602 pb; benA, 525; CaM, 522 y rpb2, 934).

El nuevo analisis demuestra que nuestras cepas pertenecen a la Seccion Roquefortorum
(100% bs) pero que forman una rama independiente al grupo que comprende la mayor parte
de las especies del género. Penicillium paneum actualmente aceptado dentro de la Seccion

no aparece dentro del agrupamiento principal y forma una rama basal respecto al resto de las
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especies de la Seccion. En consecuencia se confirma que estamos ante una nueva especie,
perteneciente a Seccion Roquefortorum, filogenéticamente proxima a la especies P.

roqueforti, tipo de la Seccion, y a la recientemente descrita P. mediterraneum.

Penicillium carneum CBS 112297 T

Penicillium psychrosexualis CBS 128137 T

Penicillium roaueforti CBS 221.30

——Penicillium mediterraneum FMR 15031 T

FMR 18204
9
FMR 18209

Penicillium paneum CBS 101032

Penicillium venetum CBS 20157

0.02

Figura 21. Arbol ML Seccién Roquefortorum combinado de: ITS, BenA, CaM, RPB2. El tamafio de las
ramas es proporcional a la distancia genética. Se muestran los soportes de bootstrap >70%. Penicillium

venetum (Seccidn Fasciculata). se ha utilizado como outgrup. T: cepa tipo.

5.2 Taxonomia

Penicillium gallaecium sp. nov.

Etimologia El nombre se refiere al sitio de donde proceden las muestras, Galicia (L.:
Gallaecia), Espana.

Tipo: Espana, Galicia, Vigo. Ruta de los Molinos del Rio Fondén: Chapela — Vigo
(42.2675045, -8.6704811). Sedimentos, Enero 05, 2020. J.L. del Palacio Jr & J.L. del
Palacio. Holotipo FMR = 18294).

Material adicional examinado: Espafa, Galicia, Vigo. Ruta de los Molinos del Rio
Fondon: Chapela — Vigo (42.2675045, -8.6704811). Sedimentos, Enero 05, 2020. J.L.
del Palacio Jr. & J.L. del Palacio (FMR 18209).
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Diametro de las colonias (7 dias a 25°C): CYA: 65 — 68 mm. MEA: 63 — 65 mm. YES: 69 — 71
mm. OA: 70 mm diametro. DG18: 50 — 52 mm de diametro. CREA: 68 — 70 mm de diametro.

Caracteristicas de las colonias (7 dias 25 °C) (Fig. 21): CYA, colonias aplanadas, radialmente
surcadas, aterciopeladas, crema claro (6D4) a marron (6F6) hacia la periferia, margenes
regulares, abundante esporulacion; reverso marron oscuro (8F5). MEA, colonias ligeramente
elevadas, aterciopeladas, verde grisaceas (28E4) a verde opaco (27E3) hacia la periferia,
margenes regulares, abundante esporulacion; reverso oliva (2E4), pigmento difusible ausente.
YES, colonias ligeramente elevadas en el centro, radialmente surcadas, aterciopeladas, de
parduzcas (6C3) a verde grisaceas (25C6) y blancas (1A1) hacia la periferia, margenes
regulares, abundantes esporulacion; reverso verde oscuro (30F4), pigmento difusible ausente.
OA, colonias aplanadas, ligeramente granulosas, verdes grisaceas (28E5), margenes
irregulares, abundante esporulacion; reverso marrén grisaceo (5D3), pigmento difusible
ausente. DG18 colonias aplanadas, granulares, de color marron amarillento (5EG) en el
centro, a marron oliva (4D5) y blanco (1A1) hacia la periferia, margenes regulares, abundante
esporulacion; reverso, color verde grisaceo (30E6) en el centro y verde pastel (30A4) y blanco
(1A1) hacia la periferia, pigmento difusible ausente. CREA, colonias aplanadas, flocosas,
verdes amarillentas (30A7) a blancas (1A1) hacia la periferia, margenes irregulares,
abundante esporulacion; reverso gris oscuro (1F1), pigmento difusible ausente, sin produccion
de acido (Fig.22).
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Figura 22. Crecimiento caracteristico de P. gallaccium FMR 18294 en diferentes medios medios
(anverso/reverso). AID CYA. B/E. DG18. C/F. MEA. G/J. OA. H/K. CREA. I/L YES.

Micromorfologia: micelio superficial e inmerso, compuesto de hifas septadas hialinas de
paredes lisas de 2—-3.5 ym de ancho. Conidiéforos tuberculados, principalmente biverticilados
a terverticilados; estipes tuberculadas; métula verruculosa, hasta 4 por estipite, divergente, 9—
19 x 2.5—4 um; fialides 3—4 por métula, ampuliformes, 7-14 x 2—-6 ym que producen conidios
en cadena. Conidios de paredes lisas a finamente asperuladas, globosos a subglobosos,
algunos ampliamente elipsoidales, 5-6.5 x 4-5.5 ym (Fig.23).
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Temperaturas cardinales en CYA (7 dias): Temperatura minima: No determinada, crecimiento
a 15 °C positivo (55 mm diametro), Temperatura 6ptima 25 °C, Temperatura maxima 35 °C.

No hubo crecimiento a 37 °C.

Figura 23: Micromorfologia P. gallaecium FMR 18294. Las flechas blancas sefialan la tipica
ornamentacion tuberculada de las paredes de la estipe y en negro se sefalan las paredes verrucosas

de las métulas.

6. Discusion

Los sedimentos fluviales contienen una gran variedad de especies que intervienen
activamente en el mantenimiento del equilibrio de estos ecosistemas. Una recopilacién de los
reportes globales sobre la microbiota asociada a este ecosistema cifraba el numero especies
descritas en sedimentos fluviales en mas de 175 000, de ellas, mas de 600 correspondian a
especies fungicas identificadas en este habitat (71).

En los ecosistemas de agua fluviales las especies de hongos mas comunes suelen ser
Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Trichoderma y Ulocladium
(72),(73), Nuestros resultados estan en concordancia con estos reportes correspondientes a
diferentes latitudes. Un estudio sistematico de los sedimentos de los humedales a lo largo del
rio Yangtsé encontraron similares resultados, donde los hongos predominantes en todas las
muestras fueron: Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Talaromyces, y Trichoderma (74) de
forma menos frecuente al igual que en nuestro estudio reportan Gliocladium, Ramichloridium,
entre otros. Otro estudio sistematico esta vez a lo largo de la cuenca del rio Songhua (noreste
de Asia), donde se analizan 147 muestras demuestra que los afluentes tienen una mayor

diversidad fungica que en la corriente principal, y una mayor concentracién de hongos
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cultivable (74) Esto nos ha parecido muy interesante como linea a seguir en futuros trabajos.
En este trabajo encuentran igualmente una predominancia de los géneros Aspergillus y
Penicillium en la cuenca principal.

El género Chaetomium fue uno de los teleomorfos mas recuperados en cultivo (n=5). Estas
especies son conocidas por su capacidad para degradar la celulosa y son frecuentes en suelo,
sobre material vegetal y en heces de animales herbivoros. El género ha sido reportado por
Liu et al. (2016) a partir de muestras de afluentes, aunque ha sido poco reportado en la
literatura consultada. Dos especies de este género fueron reportadas en Espafna a partir de
sedimentos del rio Tera: Chaetomium globosusm'y Chaetomium gracile (Rodriguez 2002) sin
embargo la identidad de nuestros aislados no pudo ser confirmada, aunque si podemos
asegurar que cada uno de ellos representa una especie, pues sus caracteristicas morfolégicas
son bien distintivas.

Debido al poco numero de muestras no podemos tener un resultado concluyente sobre si
existe algun tipo de correlacion entre los puntos de muestro y la diversidad encontrada, ni si
existe diferencias entre los rios muestreados. Aunque pareceria que el rio Fondén tiene una
mayor diversidad de géneros encontrados esto pudiera deberse a que las muestras del Segre
llevaban algun tiempo almacenadas en la nevera y parte de los propagulos fungicos pudieran
haberse deteriorado. Que en nuestras muestras los ascomicetes de reproducciéon sexual se
hayan obtenido a partir de muestras donde se realiz6 la activacién quimica de ascosporas
coincide con numerosos trabajos previos del grupo de trabajo recopilados en las tesis
doctorales de Stchigel (2000), Rodriguez (2002), Garcia (2005) y Marin-Felix (2015).
Destacar que por falta de tiempo no pudimos llegar a identificar todos los hongos recuperados
en cultivo, ni a secuenciar todas las especies morfolégicamente interesantes, pero que en
general nuestro trabajo ha permitido incorporar nuevos datos sobre la diversidad fungica en
los sedimentos fluviales.

Los géneros Penicilliumy Talaromyces son capaces de colonizar habitats muy diversos. Estos
géneros tienen un gran impacto econdmico para el hombre y por ello han sido muy estudiados
a lo largo de la historia. Estos estudios se hicieron populares con el descubrimiento de los
antibidticos y se mostré un gran interés por el género Penicillium, que permitia la obtencion
de dichos compuestos a partir de aislamientos del suelo (75).

En los ultimos afos, y gracias a la estandarizacion de la metodologia para la caracterizacion
fungica, se han descrito un gran numero de taxones a partir de aislados de origen ambiental
(76),(77),(75),(78) y debido a su ubicuidad estos géneros han sido los que mayor diversidad
ha sido evidenciada dentro del Phylum Acsomycota. Por esta razdn, algunos estiman que si
se consideran la gran cantidad de habitats no explorados, tan sélo el género Penicilium podria
llegar a incluir hasta 1000 especies, conociéndose actualmente menos de la mitad de estas
(78).
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Los aislados tipo penicilia fueron los que se aislaron con mayor frecuencia en los sedimentos
estudiados y las herramientas moleculares nos permitieron identificarlos como integrantes de
los géneros Penicillium y Talaromyces. Comparando estos resultados con estudios realizados
previamente en este grupo de investigacion sobre aislamiento de hongos de origen ambiental,
incluso concretamente de los géneros Penicillium y Talaromyces.(79) se puede afirmar que
existe una gran diversidad de especies de estos géneros distribuidas por una infinidad de
ambientes alrededor de la peninsula. Teniendo en cuenta el planteamiento inicial de que los
rios son un gran reservorio para la micobiota ambiental, y comparando este estudio con otro
estudio de sedimentos fluviales obtenidos de un rio con caracteristicas distintas Al rio Fondon
(80), el rio Tinto en Huelva, Andalucia, se puede ver que se identifican especies fungicas muy
distintas. Este rio se caracteriza por tener una mayor acidez y localizarse en un clima arido
muy diferente al de Vigo o Lérida. En estos estudios se aislaron otros tipos de hongos,
encontrandose un 44% de hongos filamentosos y de estos solo un 20% del género Penicillium
(58). Esta diversidad puede ser debida a que la diversidad microbiolégica en rios esta
determinada por diversos factores, como la temperatura, el pH, las sustancias disueltas que
puedan haber en estas como amonios o nitratos, las bacterias fecales presentes o la
contaminacion (81).

En este trabajo también se pudo describir un nuevo taxén perteneciente a la Seccion
Roquefortorum, una seccion con un numero reducido de especies descritas y de la cual
recientemente se describié un nuevo taxén en el mismo grupo de investigacion (24).
Penicillium mediterraneum y P. roqueforti son las especies filogenéticamente mas cercanas
P. gallaecium, todas ellas presentan conidiéforos con pared rugosa, pero, pero pueden
diferenciarse a partir las caracteristicas de crecimiento en medio YES y CYA. Mientras que P.
roqueforti presenta un reverso oscuro negruzco-verdoso en YES, en P. mediterraneum el
reverso es verde-grisaseo (82),(33) y en P. gallaecium tiene una coloracién verde oscuro muy
caracteristica. Por otra parte el crecimiento en CYA de P. roqueforti es mas restrictivo (3—
15mm de diametro — 7 dias ) comparado con P. mediterraneum (24—27mm — 7 dias) similar
a P. gallaecium, sin embargo esta ultimas pueden diferenciarse por la ausencia de produccion
de acido. Oftras caracteristicas distintivas entre estas especies seria la presencia de métulas
y fidlides mas robustas en P. gallaecium (métulas: 9-19 x 2—4 pym vs 10-14 x 2-3 pm; fidlides:
7-14 x 2-6 pm vs 10-13 x 2-3 ym).
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7. Conclusiones

Los géneros mas frecuentes en la muestras de sedimentos estudiadas fueron Aspergillus,
Acremonium, Cephalotrium, Chaetomium, Cladosporium, Curvularia, ~Gonyotricum
Gliomastix, Lecythophora, Penicillium, Ochrocondis, Phialemonium, Purporucillium,
Pseudogymnoascus, Scopulariopsis, Ulocladius, y Talaromyces.

Las técnicas de activacion de esporas nos permitieron recuperar en cultivo ascomicetes con
fase sexual de los géneros: Chaetomium, Pseudogymnoascus 'y Talaromyces.

Se describe e ilustra la nueva especie Penicillium gallaecium aislada de sedimentos del rio

Fondon y perteneciente a la Seccion Roquefortorum.

8. Autoavaluacion

La estancia durante los meses de enero, febrero y marzo en la Unidad de Micologia

y Microbiologia de La Universidad Rovira i Virgili, ha superado mis expectativas con creces.
Casi tres meses de trabajo en este grupo de investigaciéon me han permitido adquirir una
formacion necesaria para finalizar el grado y he podido adentrarme en el mundo de laboral y
conocer como funciona un grupo de investigacion.

Considero que he mejorado en muchos aspectos. He ampliado mi conocimiento en ciencia,
he podido poner en practica muchas técnicas estudiadas durante afios y he mejorado mis
habilidades en el laboratorio.

Gracias a estas practicas he aprendido a desenvolverme de manera independiente con fluidez
en el laboratorio. También he conocido como funciona el trabajo en equipo en un grupo de
investigacion y como se organiza para cumplir unos objetivos comunes.

Haber sido supervisado, participar en diferentes proyectos y conocer nuevas experiencias ha
cambiado mi opinién sobre la posibilidad de realizar un doctorado positivamente, un hecho
que antes veia mas lejano.

En definitiva, tengo una valoracion muy positiva de las practicas, he sido aceptado en todo

momento y ayudado siempre que lo he necesitado.

Estoy muy agradecido con todo el grupo. Especialmente con mi tutora, tanto académica como
profesional; la Doctora Dania Garcia, por haberme aceptado en su grupo y haberme
transmitido, de la mejor manera posible, muchos conocimientos y técnicas del ambito de la
microbiologia, asi como haber estado pendiente de mi en todo momento y prestdndome ayuda
en todo lo necesario.

También quiero agradecer al doctorando Daniel Torres Garcia, quien me enseid en
profundidad como funcionaba el laboratorio, me transmitié sus conocimientos microbioldgicos,

moleculares e informaticos y siempre me ha prestado de su ayuda cuando la he necesitado.
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10. Anexos

Anexo I:
Seccion
Talaromyces
(BenA)

KJ775206.1 Talaromyces sayulitensis DTO 245H1
MH792955.1 Talaromyces sayulitensis NRRL 62269
MH792911.1 Talaromyces adpressus NRRL 6014
MH792961.1 Talaromyces adpressus NRRL 62466

FMR 18207 BenA(2) <

JX091380.1 Talaromyces liani CBS 225.66 T

KF741918.1 Talaromyces veerkampii CBS 500.78 T
KM066141.1 Talaromyces pinophilus CBS 173.91
KX011487.1 Talaromyces purgamentorum DTO 056E1 T

KF183640.1 Talaromyces angelicus CNU 100013 T
KF741912.1 Talaromyces fuscoviridis CBS 193.69 T
X091376.1 Talaromyces flavovirens CBS 102801 T

94 J
” E JX091379.1 Talaromyces siamensis CBS 475.88 T
pd JX091388.1 Talaromyces qalapagensis CBS 751.74 T

KP765381.1 Talaromyces neofusisporus CBS 139516 T
KF183641.1 Talaromyces cnidii CNU 100149 T
KU866837.1 Talaromyces beijingensis DTO 317-D8 T
KF741916.1 Talaromyces apiculatus CBS 312.59 T
KF741929.1 Talaromyces aculeatus NRRL2129 T
JX494306.1 Talaromyces derxii CBS 412.89 T

© KF741917.1 Talaromyces aurantiacus CBS 314.59 T
% E KU866843.1 Talaromyces fusiformis CBS 140637 T
8 LT559086.1 Talaromyces alveolaris CBS 142379 T

2 | KP851986.1 Talaromyces kabodanensis CBS 139564 T
B KX011490.1 Talaromyces amazonensis DTO 093F9 T

JX494308.1 Talaromyces indigoticus CBS 100534 T

97

JX494309.1 Talaromyces rubicundus CBS 342.59 T
WT FMR 18229 BenA <
KJ865727.1 Talaromyces muroii CBS 756.96 T

JX315633.1 Talaromyces stollii CBS 408.93 T

4@9'_;(31 5623.1 Talaromyces amestolkiae DTO179F5 T
68 JX315629.1 Talaromyces ruber DTO193H6 T

‘ﬁ JX494305.1 Talaromyces primulinus CBS 321.48 T
8 LT559087.1 Talaromyces rapidus CBS 142382 T

ﬁ JX091382.1 Talaromyces macrosporus CBS 317.63 T
JX091383.1 Talaromyces funiculosus CBS 272.86 T

JX091385.1 Talaromyces viridulus CBS 252.87 T

KJ775213.1 Talaromyces oumae-annae DTO 269E8 T

KF741922.1 Talaromyces australis CBS 137102 T
JX091605.1 Talaromvces stellenboschiensis CBS 135665 T
KF741928.1 Talaromyces verruculosus CBS 388.48 T
JX494302.1 Talaromyces flavus CBS 310.38 T

HQ156944.1 Talaromyces calidicanius CBS 112002 T
JX091384.1 Talaromyces duclauxii CBS 322.48 T

JX091387.1 Talaromyces intermedius CBS 152.65 T
JX091389.1 Talaromyces marneffei CBS 388.87 T

HQ156948.1 Talaromyces panamensis CBS 128.89 T
KJ865733.1 Talaromyces euchlorocarpius DTO176I13 T
KF741921.1 Talaromyces kendrickii CBS 136666 13593 T
KX447530.1 Talaromyces mangshanicus HMAS 248733 T
KP765380.1 Talaromyces qii AS3.15414 T

JX494294.1 Talaromyces thailandensis CBS 133147 T
KX011489.1 Talaromyces francoae DTO 056D9 T
JX494310.1 Talaromyces viridis CBS 114.72 T

JX965343.1 Talaromyces purpurogenus CBS 108923

KM111288.1 Talaromyces stipitatus CBS 375.48 T

JX091391.1 Talaromyces dendriticus CBS 660.80 T

0.020



Anexo lI: Alineamiento Seccidn Islandici (BenA)

FMR 18205 ==
"I FMR 18227 €
> FMR 18228 g
2 KF984648.1 Talaromyces wortmannii strain CBS 391.48
FMR 18206 G
—— JX494290.1 Talaromyces wortmannii strain CBS 391.48
_1()': KF984599.1 Talaromvces radicus strain CBS 100489
KF984614.1 Talaromyces allahabadensis strain CBS
KF984658.1 Talaromyces loliensis strain CBS 643.80
4 ZKF984655.1 Talaromyces islandicus strain CBS 338.48
5 KJ865722.1 Talaromyces brunneus strain CBS 227.60 beta-
2 Ij KF984575.1 Talaromyces rugulosus strain CBS 371.48
9 — KF984566.1 Talaromyces atricola strain CBS 255.31
— KJ865730.1 Talaromvces rotundus strain CBS 369.48 beta-
5| I: KF984559.1 Talaromyces tratensis strain CBS 113146
10 KJ775210.1 Talaromyces yelensis strain DTO 268E5 beta-

9 _|:KF984565.1 Talaromyces scorteus strain NRRL1129
6 KC202954.1 Talaromyces tardifaciens beta-

4|— KF196843.1 Talaromyces columbinus isolate NRRL 58811
9

KF984668.1 Talaromyces piceae strain CBS 361.48

AY753368.1 Talaromyces bacillisporus strain CBS 296.48

KJ775198.1 Talaromyces ramulosus strain DTO 179E3 beta-
tubulin (tub2) gene partial cds

0.050
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Anexo llI: Alineamiento Secciéon Paradoxa (BenA)

FMR 18208 =

FMR 18203 =
9
FMR 18211 &=

L KJ775178.1 Penicillium mexicanum strain DTO 270F 1 beta-tubulin (tub2) gene partial cds
KJ775179.1 Penicillium magnielliptisporum strain DTO 128H8 beta-tubulin (tub2) gene partial
Cd:\Y674402.1 Penicillium atramentosum strain CBS 29148 beta tubulin gene partial cds
KJ834470.1 Penicillium madriti beta-tubulin gene partial cds

KJ834436.1 Penicillium bovifimosum beta-tubulin gene partial cds

KJ834499.1 Penicillium turbatum beta-tubulin gene partial cds

EF669681.1 Penicillium malodoratum isolate NRRL 5083 beta-tubulin gene partial

4 EF669682.1 Penicillium crystallinum isolate NRRL 5082 beta-tubulin gene partial

KJ775124.1 Penicillium glabrum strain DTO 17819 beta-tubulin (tub2) gene
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Anexo IV: Alineamiento

Seccion Fasciculata

30

32

59

69 [ AY674353.1 Penicillium crustosum CBS
FMR 18212 G

FMR 18226 <

95 IFMR 18213

AY674348.1 Penicillium discolor CBS
AY674341.1 Penicillium echinulatum CBS
AY674354.1 Penicillium solitum CBS
KJ834439.1 Penicillium cavernicola CBS
AY674372.1 Penicillium caseifulvum CBS

3p; AY674366.1 Penicillium commune CBS
FJ930956.1 Penicillium camemberti CBS
FJ930944.1 Penicillium biforme
KJ834480.1 Penicillium palitans CBS

46

48
75

45

20

b | AY674326.1 Penicillium albocoremium CBS
I— AY674331.1 Penicillium allii CBS
L— AF003243.1 Penicillium hirsutum var. hirsutum CBS

1 AY674347.1 Penicillium hordei CBS
1 AY674344.1 Penicillium tulipae CBS
69 AY674357.1 Penicillium radicicola CBS

AY674287.1 Penicillium gladioli CBS

88 |AF003237.1 Penicillium neoechinulatum CBS

AY674290.1 Penicillium freii CBS

AY674295.1 Penicillium viridicatum CBS

AY674296.1 Penicillium aurantiogriseum CBS

AY674304.1 Penicillium melanoconidium CBS

AY674313.1 Penicillium tricolor CBS

AY674305.1 Penicillium polonicum CBS

AY674310.1 Penicillium cyclopium CBS

AY674335.1 Penicillium venetum CBS
AY674321.1 Penicillium thymicola CBS

99 AY674323.1 Penicillium verrucosum CBS
95 L KJ834476.1 Penicillium nordicum ATCC

AY674427.1 Penicillium clavigerum CBS

10

54

_|:AY674392.1 Penicillium marinum CBS
70

AY674400.1 Penicillium expansum
— AY674398.1 Penicillium italicum CBS

41

s L AY674408.1 Penicillium ulaiense CBS
KU896814.1 Penicillium glandicola CBS
AY495981.1 Penicillium chrysogenum CBS
AY674393.1 Penicillium sclerotigenum CBS

_|7 AY674413.1 Penicillium concentricum CBS
47 AY674425.1 Penicillium coprobium CBS

AY674409.1 Penicillium dipodomyicola CBS
AY674432.1 Penicillium griseofulvum CBS
KJ834501.1 Penicillium vulpinum CBS

0,050

KJ775101.1 Penicillium brocae strain DTO 26816 beta-tubulin (tub2)
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