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RESUMEN

En el presente trabajo se aislaron e identificaron hongos filamentosos originarios de
los Paramos de Guasca y Cruz Verde especificamente en la zona de frailejones;
con el fin de contribuir al conocimiento e investigacion cientifica de la microflora
colombiana. Para el aislamiento se utilizaron tres técnicas: Dilucidbn en Placa,
Siembra Directa de Suelo y Lavado de Suelo; de los cuales se obtuvieron 129
aislamientos a partir de los cultivos axénicos. Para la identificacion del género y
posible especie fue necesario la utilizacién de claves taxonémicas, teniendo en
cuenta las caracteristicas macroscopicas y microscopicas. Para estas ultimas, se

utilizé el Programa Motic 2.0 ®.

La poblacién fungica encontrada pertenece a los siguientes géneros: Alternaria,
Aspergillus, Byssochlamys, Cladosporium, Curvularia, Emericella, Eupenicillium,
Fusarium,  Microsporum,  Mucor, Paecilomyces, Penicillium, Rhizopus,
Sterigmatocystis y Trichoderma; siendo los géneros de mayor incidencia Aspergillus

y Penicillium.

No obstante, en este estudio se obtuvieron tres cepas de Penicillium que no
pudieron ser identificadas haciendo uso de las claves taxonOmicas vy
adicionalmente, 10 de las cepas aisladas de los dos paramos no presentaban

estructuras morfolégicas definidas que permitieran su clasificacion.



1. INTRODUCCION

Los paramos son ecosistemas de pasturas nativas, que tienen una importancia
indiscutible ya que son considerados esponjas de adsorcion de los recursos
hidricos, garantizan el balance ecoldgico en las zonas productivas mas bajas y son

refugio de especies silvestres que pueden tener un gran potencial biotecnolégico.

Los estudios realizados sobre microbiologia del suelo han aumentado gradualmente
en los ultimos afios debido al rapido avance de la ciencia. En la actualidad los
ecosistemas paramunos tienen una gran demanda de explotacion gracias a la
abundancia de muestras de plantas, animales y microorganismos que poseen, pues
estas representan infinidad de posibilidades y nuevas alternativas de utilizacién en
industrias de alimentos, produccién de quimicos, materiales poliméricos, perfumes y

productos farmacéuticos entre ellos las plantas medicinales.

Con el propdsito de aprovechar de una manera mas racional y sostenible los
recursos naturales sin causarles ningun tipo de perturbacién, se escogieron zonas
delimitadas de dos paramos de la cordillera oriental para contribuir al conocimiento e
investigacion cientifica de la microflora colombiana, especificamente para la
identificacion y aislamiento de hongos filamentosos, ya que son importantes en
diversas investigaciones biotecnolégicas. Estos microorganismos son ampliamente
utilizados debido a que se adaptan fisiolégicamente a condiciones mas severas que
otros microorganismos, soportando concentraciones elevadas de azlcares hasta el
10%, escalas de pH entre 2.0 y 9,0 siendo la 6ptima 5-6, y temperaturas de 0 a

62°C, siendo la temperatura 6ptima 28°C.



Asi mismo, los paramos se caracterizan por sus condiciones ambientales extremas
como la gran influencia biolégica y fisica, suelos acidos y con alta presion osmotica,
aire con menor densidad y humedad relativa, menor presion atmosférica y baja
temperatura media con fuertes oscilaciones diurnas. Ademas se presentan altas
temperaturas del suelo y del aire durante la insolacién directa, pero con cambios
bruscos y fuertes por causa de la nubosidad lo mismo que durante la noche;
factores que pueden ocasionar escarchas y nevadas asi como recios vientos en

determinada época del afo.

Por consiguiente, el Grupo de Investigacion en Biotransformacion de la Universidad
Javeriana (GIBUJ), esta interesado en el aislamiento e identificacion de flora nativa
de diferentes paramos Colombianos, para posteriormente llevar a cabo
investigaciones que pretenden identificar sustancias producidas por hongos
filamentosos nativos de estos ecosistemas, realizando una caracterizacion
bioquimica. Entre los estudios llevados a cabo por GIBUJ esta la Biotransformacion
de Diterpenos obtenidos de Astereaceas por hongos filamentosos nativos, la
Evaluacion de Acidos Grasos en especies de Aspergillus sp. como criterio
taxonomico, la capacidad Biotransformadora de la cepa nativa de Fusarium
oxysporum sobre el B-D-Glucopiranosil, Actividad antimicrobiana gracias a los

metabolitos producidos por Aspergillus sp, entre otros trabajos.

El objetivo de este estudio, consiste en aislar e identificar hongos filamentosos
edaficos como componentes microbiolégicos de los ecosistemas de los paramos de
Guasca y Cruz Verde (Cundinamarca) en la zona de frailejones, utilizando diferentes
técnicas que permitan la recuperacion de un cierto nimero de cepas a utilizar en
posteriores investigaciones en el campo de la biotecnologia, especificamente en el

Grupo de Biotransformacion de la PUJ.



2. MARCO TEORICO

2.1 El Paramo

Segun la conferencia Latinoamericana de Paramos y bosques Alto Andinos, 1998, la
palabra Paramo significa areas desprovistas o escasas de arboles, desfavorables
para el asentamiento humano en las regiones altas de los Andes. Desde el punto de
vista funcional, biogeogréfico y de vegetacion, los paramos se clasifican en

subparamo, paramo propiamente dicho y superparamo (Cuatrecasas, 1998).

De las tres franjas del paramo, el paramo propiamente dicho es la méas extensa y la
mejor consolidada ecolégicamente. En ella imperan condiciones extremas de
temperatura y clima, el paisaje es aparentemente uniforme y tranquilo. En la
vertiente occidental de la cordillera Occidental la franja paramuna abarca desde los
2.900 hasta los 3.800 msnm; en el flanco oriental solo es nitida entre los 3.300 y los
3.800 msnm. En la cordillera Central, vertiente occidental, se encuentra entre 3.400
y 4.000 msnm; en la oriental va de 3.200 a 3.900 msnm. En la cordillera Oriental la
mayor extension se presenta en su flanco occidental, donde el limite inferior se
ubica a los 3.000 msnm y el superior a los 3.800; en el costado, el limite inferior se

observa a los 3.300 msnm (Rivera et al., 2001).

2.1.1 Condiciones ambientales

El paramo se caracteriza por mostrar condiciones ambientales extremas: presenta
una baja presion atmosférica, una escasa densidad del aire, una baja temperatura
media, una radiacién solar intensa alternada con dias nublados y cielo cubierto, una
alta temperatura del aire y del suelo con directa insolacion (con fuertes contrastes
térmicos diurnos), una fuerza del viento moderada y periddica (valores superiores a
3 m/s) y, finalmente, ocurrencia de frecuentes heladas nocturnas (Sturm y Rangel,
1985).



En la franja paramuna se registra una precipitacion promedio mensual de 137 mm y
un régimen pluviométrico unimodal o biestacional. El periodo lluvioso se presenta
entre abril y octubre; el mes mas humedo es mayo con 186 mm. El periodo seco
comprende los meses de noviembre a marzo y enero es el mes mas seco, con 600

mm (Rivera et al., 2001).

2.1.2 Importancia del paramo

Estos ecosistemas son altamente estudiados debido a su gran potencial
biotecnoldgico por las condiciones climaticas extremas a las que se encuentran
adaptadas las diferentes especies que lo habitan. Ademas, algunos son los
yacimientos de los grandes rios del pais y estos representan una importancia
econdmica. Asimismo cumplen una funcién hidroldgica, ya que constituyen la fuente
de agua potable para la mayoria de las poblaciones de los Andes Americanos;
debido al frio y a la alta nubosidad que reina en estas alturas, la evaporacion es muy

baja por lo que existe un alto rendimiento de agua (Sturm y Rangel, 1985).

También se destacan porque cumplen una funcion ecolégica y agropecuaria, ésta
dltima de gran importancia ya que en ellos se cultiva papa, cebada, entre otros
alimentos importantes en la dieta del ser humano y de gran uso a nivel nacional; sin
embargo esta actividad altera el ecosistema porque genera impactos adversos en el
suelo causando una pérdida de biodiversidad, erosion, deforestacion y movimiento
de masa. De igual forma el uso de fertilizantes y agroquimicos causa diferentes

grados de toxicidad y altos consumos de agua (Ospina, 2003).

2.1.3 Tipos de vegetacion

La principal caracteristica del paramo, desde el punto de vista de la vegetacion, con
14 comunidades vegetales, es el dominio del pajonal-fraijonal y de los pastizales
(Figura 1). Los pajonales se componen de gramineas en forma de macolla, de hojas
agudas y duras como la paja ratona y generalmente se encuentran asociados con
frailejones. En la cordillera Oriental, la matriz principal del paisaje paramuno se
compone de extensas areas cubiertas de pajonales del género Calamagrostis effusa
y de otros pastos y plantas graminoides del género Festuca, en general asociados

con mas de 20 especies de frailejones; su méaximo limite de distribucion altitudinal



se sitla aproximadamente a los 4.700 msnm. Los pastizales estan compuestos por
gramineas de porte bajo, de hojas anchas y suaves que se encuentran en
ambientes abiertos donde se entremezclan con otras especies de hierbas de

reducido tamaiio (Rivera et al., 2001).

Figura 1: Vegetacion caracteristica del paramo dominada por frailejones y pastizales
Fuente: Autores

2.1.4 Los frailejones

Una de las formas de vida mejor adaptadas a las condiciones de la alta montafia
tropical, es quizas el frailejon; algunas especies tienen un amplio rango de
distribucion y otras, en ocasiones, conforman densas poblaciones que se acomodan
mejor en el paramo bajo, habitat que comparten con ericaceas y chusques. Los
frailejones presentan diferentes formas evolutivas o formas de crecimiento, que van
desde arboles ramificados, de tallos lefiosos que alcanzan los 20 m de altura, hasta
pequefias rosetas sésiles, sin un tallo evidente y cuya altura no sobrepasa los 20
cm. Su evolucién es un ejemplo claro de adaptacion a la alta montafa tropical,
mientras en los frailejones mas primitivos y de tipo arborescente, la base de las
hojas o peciolo tiene forma tubular, en los més evolucionados se da la tendencia a
desarrollar un peciolo mas aplanado y reducido, que favorece la existencia de una

cobertura muy entretejida, para proteger el cuerpo del tallo (Rivera et al., 2001).



Teniendo en cuenta las caracteristicas fisicas del frailejon, este se puede considerar
como un ecosistema en miniatura. Debido a la alta proporcion de material muerto
unido a la planta, se crea un hébitat en el cual se integran el subsistema productivo,
compuesto por los 6rganos vivos y sus visitantes esporadicos y el degradativo,
integrado por las partes descompuestas de la planta y sus descomponedores

acompafiantes (Rivera et al., 2001).

2.2 El suelo

El término suelo se refiere al material exterior, poco compacto de la superficie
terrestre, un estrato caracteristicamente diferente del lecho rocoso subyacente.
Quimicamente, el suelo contiene una gran cantidad de sustancias organicas que no
se encuentran en los estratos mas profundos. Para el microbiélogo, el medio
ambiente edafico es Unico en diferentes aspectos: contiene gran variedad de
bacterias, actinomicetos, hongos, algas y protozoarios; es uno de los sitios mas
dinamicos en interacciones biolégicas en la naturaleza, en el cual se realizan la
mayor parte de las reacciones bioquimicas involucradas en la descomposicion de
materia orgénica, la intemperizacion de las rocas y la nutricién de cultivos agricolas
(Alexander, 1980).

El suelo se dispone en capas, horizontes edaficos o perfiles (Figura 2) que tienen

composicion especifica y propiedades especiales:

a) Horizonte O: Es la capa mas superficial del suelo es rico en materia organica
como tallos y hojas muertas que se desintegran gradualmente. Este horizonte a
menudo falta por completo en suelos desérticos, pero es la capa dominante en
ciertos suelos de pastizal y de bosque de caducifolias, ricos en materia organica.

b) Horizonte A: es la capa de suelo oscuro y rico en humus en la que la
desintegracion estd muy avanzada. Tiene la textura granular y, en zonas con
precipitacién sustancial, es un tanto deficiente en nutrimentos como resultado de
la pérdida gradual de muchos de ellos por escorrentias hacia capas mas
profundas.

c) Horizonte B: es la capa de subsuelo de color claro bajo el horizonte A, a menudo

es una zona en la cual se acumulan minerales que escurrieron desde la rizosfera



y la capa superficial, es rico en compuestos que contienen hierro, aluminio y
arcilla.

d) Finalmente el horizonte C, que es la capa que limita la roca madre soélida y
contiene fragmentos de roca intemperizada. Ademas el horizonte C, estd més
abajo del alcance de la mayor parte de las raices y la mayoria de las veces esta

saturado de agua subterranea (Solomon et al., 1996).

Figura 2: Perfil del suelo
Fuente: Delgado, 2001

2.2.1 Texturay Estructura del Suelo

Segun Alexander, 1980, el suelo esta formado por cinco componentes principales:
materia mineral, agua, aire, materia organica y organismos vivos. La cantidad de
estos constituyentes no es la misma en todos los suelos sino que varia segun la
localidad. La cantidad de materia organica y mineral, que forma parte de la porcién
inanimada, es relativamente fija en un determinado lugar; sin embargo, la proporcion

de aire y agua varia.

En cuanto a los principales constituyentes minerales del suelo se encuentran

particulas inorganicas de diferentes tamafos: arena (0.02 a 2 mm), limo (0.002 a



0.02 mm) y arcilla (menos de 0.002 mm de diametro) y determinan la textura del
suelo (Figura 3) que es un factor importante en la capacidad de retencién del agua y
nutrientes; en funcién del tipo y tamafio de particulas presentes en un suelo, la
capacidad de adsorcion de moléculas idnicas y polares varia considerablemente.
Las particulas finas del suelo suelen estar unidas formando agregados en la
mayoria de los casos gracias a la accion de la materia organica, es decir el complejo

arcilloso-htimico (Valencia y Cabriales, 2001).

arcilla

RCILLOSO

Porcentaje de arcilla Porcentaje de limo

FRANCO FRANCO FREANCO
ARCILLO \ARCILLOSOf ARCILLO
ARENOSO LIMO SO
FRANCO FREANCO FRANCO
ARENOSO LIMOSO
arena limo

Porcentaje de arena

Figura 3: Triangulo de texturas a partir del cual se obtienen los
nombres de las clases de las texturas.
Fuente: Alexander, 1980.

2.2.2 El suelo como sistema de tres fases

El suelo es un sistema abierto, dinamico, constituido por tres fases. La fase sélida
estd formada por los componentes inorganicos y los organicos, que dejan espacio
de huecos (poros, camaras, grietas y otros) en el que se hallan las fases liquida y
gaseosa. El volumen de huecos estd ocupado parcialmente por agua, como
componente principal de la fase liquida, que puede llevar iones y sustancias en
solucién o en suspension; por aire, que constituye la fase gaseosa o atmédsfera del
suelo y por las raices y organismos que viven en el suelo (Porta et al., 1999). Para

cada una de las fases, los aspectos a considerar y los ambitos de estudio son:



Tabla No 1: Fases del suelo

FASES ASPECTOS AMBITO DE ESTUDIO
4 Distribucion de | Textura
particulas
minerales  segun
tamafo Mineralogia
4+ Componentes Superficie especifica
inorganicos Meteorizacion
Procesos de transporte
Sélida Composicién

4« Componentes
organicos

4 Organizacion

Procesos de
transformacion y
transporte

Estructura: forma de

agregarse las particulas y
espacio de huecos
Densidad del suelo

Interfase solido-liquido

Interaccién suelo-agua

Reacciones de superficie

4 Agua del suelo

Estados energéticos del
agua
Movimientos del agua

Liquida Régimen de humedad
4 Exceso de agua Procesos de
hidromorfismo
Composicién
Gaseosa Aireacién del suelo Humedad del aire

Flujo de aire

2.2.3 El suelo de los param

0s

(Porta et al., 1999).

Los suelos de los paramos presentan una acumulacion de materia organica de

color negro, bastante descompuesta y de muy poca fertilidad. Es suave al tacto,

estan depositados en la mayoria de los casos directamente sobre la roca base, en

un espesor variable desde pocos centimetros hasta mas de un metro (Guhl, 1982).

Asi mismo, los suelos de la sabana son similares, aunque suele faltar la

acumulacion de hierro en forma de costras. En los paramos estos suelos son mas

negros y espesos, pasando en ocasiones a suelos turbosos que pueden alcanzar

espesor (Vargas y Zuluaga, 1980).




Segun estudios realizados, en la mayor parte del area del paramo de Cruz Verde se
presentan suelos de tipo “gumiferos de paramos”, que por lo general son poco
profundos en las cimas de las colinas y profundos en sitios planos o poco inclinados
(Lozano y Schnetter, 1976). El area de la asociacion Paramo-Usme-Guasca se
caracteriza por tener una topografia quebrada u ondulada, con pendientes de 25 a
50%. Los suelos tienen un alto contenido de materia organica, presentan colores
oscuros a negros, son suelos profundos con apariencia textural mediana y el pH

puede variar de 4.5 a 5.0 (Carrera et al., 1968).

2.3 Generalidades del paramo de Guasca

Los paramos son las extensas regiones desarboladas que coronan las sumidades
de las cordilleras por encima del bosque andino, que segun el Instituto Geografico
Agustin Codazzi (IGAC), 1984, va desde los 3.800 m sobre el nivel del mar hasta el
nivel de la nieve permanente 4.700 msnm. El paramo de Guasca esta situado a
55 km al noroeste de la ciudad de Bogota D.C, en la carretera que comunica a los
municipios cundinamarqueses de Guasca y Gachetd; posee alturas entre los 3.000-
3.250 msnm y presenta una vegetacion tipica del pajonal-frailejonal de

Calamagrostis effusa y Espeletia grandiflora, entre otras (Cuatrecasas, 1958).

El suelo del pdramo de Guasca presenta una textura dominante tipo franco arenoso-
organica, de estructura granular fina, consistencia en hiumedo friable; permeabilidad
rapida; reaccion de acida a muy acida (IGAC, 1984). El clima del paramo se
caracteriza por el frio-himedo dénde la cantidad de lluvia alcanza 3.000 mm
anuales, debido a que se encuentra en la alta montafia ecuatorial. De igual manera,
esta zona cuenta con un promedio de temperatura anual inferior a 10°C en sectores
por debajo de los 3.600 msnm y a 8°C en aquellos por encima de esa altitud (Reyes,
1995).

2.3.1 Propiedades fisico-quimicas del paramo de Guasca

El paramo de Guasca esta ubicado a 55 km de distancia al noroeste de Bogota D.C,
en el municipio de Guasca (Cundinamarca) con una altitud de 3.000-3.250m y una
temperatura de 13°C (Camacho y Hernandez, 2002). La profundidad oscila entre 0 a

34 cm, con textura tipo franco-arenoso organico. Compuesto principalmente por:



arena 63%, limo 18% vy arcillas 19%. Asi mismo, segun estudios hechos por el IGAC
en 1984, el porcentaje de humedad es de 19.36%, el pH de la pasta 4.7, el
porcentaje de carbono organico y nitrégeno total de 1.73 y 10.86 respectivamente.
Otros datos importantes son los siguientes:

-Calcio, Ca m.e/100g; 61.73

-Magnesio, Mg m.e/100g: 0.39

-Potasio, K: 0.32

-Sodio, Na: 0.25

-Hidrégeno, H: 0.11

-Relacion C: N: 0.85

2.4 Generalidades del paramo de Cruz Verde

Este paramo se encuentra en el kildbmetro 10 al suroeste de la ciudad de Bogota
D.C, via municipio de Choachi-Cundinamarca. A 3.300-3.500msnm (4°, 45", latitud
N y 74° longitud W), con temperatura promedio de 8.4°C y precipitacion de
1.200 mm. Con una vegetacion tipica: Calamagrostis effusa, C. bogotensis,
Espeletia grandiflora, E. argentea, Jamesonia bogotensis, Espeleptiopsis
corymbosa, Geranium santanderensis, Gentianella corymbosa, entre otras
(Cuatrecasas, 1958). La geologia de la region del paramo de Cruz Verde esta
determinada por la evolucion paleotectonica y el territorio colombiano y

especialmente la cordillera oriental (Cardenas y Moreno, 1993).

Vanegas, 2001, describe tres niveles altitudinales en el paramo; el superparamo o
paramo alto, el cual cubre alturas superiores a 4.500 m llega hasta el limite del nivel,
el paramo propiamente dicho, que corresponde a formaciones de prado de
gramineas fasciculadas, caulirrésulas y algunos arbustos bajos entre 3.500 vy
4.500 m, y el paramo bajo, que es una regién con abundante matorral que ocupa un
cinturén de anchura muy irregular, es una zona de transicion entre el bosque andino
y el paramo propiamente dicho entre 2.900-3.300m, la vegetacién es una mezcla de

ambas formaciones.

Los suelos del area del paramo de Cruz Verde pertenecen a la asociacion Paramo-

Usme-Guasca. La anterior se caracteriza por tener una topografia quebrada a



ondulada, con pendientes de 25-50%. Por otro lado, los suelos se caracterizan por
tener un alto contenido de materia organica, oscilando en un 12% de carbono
organico. Son suelos profundos con apariencia textural mediana pero con tendencia

a pesada, el pH puede variar de 4.5 a 5.0 (Carrera et al., 1968).

2.5 Hongos Filamentosos

Los hongos filamentosos son microorganismos eucarigticos, aerobios facultativos
que se reproducen de manera natural por esporas, sexual o asexualmente (Vargas
y Villamizar, 2005). Los hongos tienen como caracteristica comun la ausencia de
clorofila, por tanto no pueden realizar fotosintesis y deben nutrirse a partir de
materia organica ya elaborada (Arenas, 1993). Asi mismo, tienen una pared celular
formada por quitina el cual es un compuesto (polisacarido) fuertemente rigido. Por lo
anterior, este tipo de microorganismos deben absorber los nutrientes simples y

solubles, al contrario de fagocitar los alimentos.

La estructura fangica consta de un complejo llamado talo o micelio, que a su vez
esta constituido por mdltiples filamentos o hifas (hyphomycetos o mohos), la mayor
parte de estos hongos son inmdviles no obstante algunos pueden tener células
reproductoras moviles (Arenas, 1993). Las esporas son cuerpos resistentes que
forman los hongos en estado latente o de reposo, que se producen de dos maneras
diferentes sexual y asexualmente (Moreno, 2000). Las sexuales tienen nucleo
derivado de las células progenitoras, y sus esporas son haploides; dos nucleos de
las células antecesoras se funden para formar un nudcleo diploide (zigoto) y las
estructuras que producen las esporas sexuales son, casi siempre, morfol6gicamente
diferenciadas de las esporas asexuales (Moreno, 2000). Por el contrario, las
estructuras que producen las esporas asexuales se producen por simple
diferenciacion en la hifa de crecimiento (Vargas y Villamizar, 2005).

Fisiologicamente, los hongos filamentosos se adaptan a condiciones mas severas
que otros microorganismos, su desarrollo en sustratos puede ser con
concentraciones de azUcares elevados, hasta el 10%, debido a que estos
microorganismos no son sensibles a la presion osmotica elevada; creciendo muy
lentamente de 5 a 7 dias, y resistiendo condiciones de acidez relativamente altas

(pH entre 2-9, éptimo pH: 5-6) (Moreno, 2000). La glucosa es una fuente de carbono



aprovechada por muchos hongos, también pueden utilizar compuestos de carbono
organico complejos como el almidén y la celulosa. De igual forma, aprovechan
fuentes de nitrégeno inorganico como sales de amonio y nitratos y emplean ademas
sustratos con nitrégeno inorgéanico y carbono, como por ejemplo el extracto de

levadura y peptona (Pelczar y Reid, 1996).

2.5.1 Curva de crecimiento de hongos filamentosos

El crecimiento del hongo puede ser dividido cualitativamente. Segiun Kavanagh,
2005, las curvas de crecimiento presentan tres fases: la primera es una fase de no
crecimiento evidente, seguida de una fase de rapido crecimiento y finalmente una

fase sin crecimiento neto o de autolisis y disminucion en peso seco.

No todos los hongos cumplen este esquema, se observan curvas de dos fases, en
la que el crecimiento inicial es seguido de una segunda fase en la que se detiene el
crecimiento. Esta segunda fase puede representar una fase de sintesis de
polisacaridos, sin un aumento en otros componentes celulares, o puede depender
en una movilizacion de nitrégeno de hifas més viejas y su uso para crecimiento neto,
éste es reutilizado después de agotar fuentes exdgenas de nitrégeno disponible
(Cochrane, 1963).

La primera fase, sin crecimiento aparente, tiene dos componentes: una fase anterior
a la germinacion de esporas y una fase en que el crecimiento se presenta pero no
se evidencia. En la segunda fase ocurre un rapido crecimiento y un desarrollo del
micelio cuyo crecimiento ocurre en las extremidades de las hifas. Las células al
interior del micelio no contribuyen al crecimiento neto, aportan nutrientes a células
periféricas, especialmente a estructuras aéreas. En ésta fase ocurre la utilizaciéon de
carbohidratos, nitrégeno y fosfatos; ademas pueden aparecer las esporas al final de

ésta fase o antes de su finalizacion.

La tercera fase se caracteriza por una disminucion en el peso del micelio y la
aparicion de nitrégeno y fosfato en el medio. Un patrén comun es la pérdida de peso
por un corto periodo de tiempo sin ningln cambio después de esto. Puede

presentarse, también, autolisis del micelio por el rompimiento de quitina,



carbohidratos y proteinas, catalizado por las enzimas del hongo. Entre otros
productos de la lisis se encuentran el amoniaco, aminoacidos, compuestos de
fosforo organico y compuestos de azufre. La disminucion del crecimiento se debe a
dos factores principales: la acumulacién de metabolitos téxicos, acidos organicos en
medios con gran cantidad de carbohidratos y de amoniaco en medios con alto
contenido de nitrégeno, y el agotamiento de la fuente de carbono. Asi mismo en
esta fase las células realizan un metabolismo secundario, especificamente rutas
metabdlicas que no son esenciales para las células pero que estan involucradas en

la supervivencia del organismo (Kavanagh, 2005).

2.5.2 Requerimientos nutricionales de hongos filamentosos

Segun Kendrick, 2000, una de las caracteristicas principales de los hongos es su
inhabilidad de utilizar el carbono inorganico. EI compuesto mas simple como fuente
de energia es la glucosa, también utilizan fructosa, manosa y galactosa. Algunos
hongos (basidiomycetes) degradan la lignina a diéxido de carbono pero en
presencia de otra fuente de carbono como celulosa, celobiosa o glucosa. Requieren,
también, una fuente de nitrégeno, pueden utilizar nitrato y amonio. Los aminoé&cidos,
la urea, algunos polipéptidos y proteinas son utilizados por algunos hongos pero no
por todos. Una buena fuente de nitrégeno para muchos hongos es la caseina
hidrolizada, una mezcla de aminoacidos.

Se puede incorporar sulfato al medio para los requerimientos de azufre, algunos
Chytridiomycetes utilizan aminoacidos que tengan azufre como la metionina. Las
vitaminas se requieren en minimas cantidades, algunos hongos pueden sintetizar
sus propias vitaminas, pero muchos necesitan tiamina, biotina, riboflavina, piridoxina
y acido nicotinico entre otras. Entre los macronutrientes se encuentra el potasio para
el metabolismo de carbohidratos, actividad enzimética y para mantener el balance
i6nico; fosforo, componente esencial de 4cidos nucleicos y de mecanismos para la
transferencia de energia; magnesio, activador de enzimas requeridas en el
metabolismo del ATP; azufre, para algunos aminoacidos y vitaminas y calcio que
actia como activador de algunas enzimas. Necesitan micronutrientes como el
hierro, cobre, manganeso, zinc y molibdeno (Kendrick, 2000).

2.5.3 Condiciones de crecimiento



Segun Alexopoulos et al., 1996, la temperatura influye en el crecimiento, la
germinacion de esporas, reproduccién y, en general, todas las actividades del
organismo. Los hongos se pueden clasificar como psicrofilicos, mesofilicos o
termofilicos. Los psicrofilicos tienen un minimo de temperatura de crecimiento
menor a los 0°C y maxima menor a los 20°C siendo la 6ptima en un rango de 0°-
17°C. Los mesdfilos, la mayoria de los hongos, tienen una temperatura minima de
0°C, maxima menor a 50°C y Optima entre 15 y 40°C; y los termofilos una minima
mayor a los 20°C, maxima mayor a los 50°C y éptima entre 35°C y 50°C (Kendrick,
2000). La mayoria de los hongos crece a un rango de temperatura entre 25 a 30°C
(Kavanagh, 2005).

El pH es fundamental para el desarrollo de los hongos, a un pH alto se ve afectada
la solubilidad de los metales y a pH bajo se afectan los sistemas enzimaticos, el
ingreso de vitaminas esenciales y acidos organicos y la toma de minerales

(Cochrane, 1963). El pH 6ptimo se encuentra entre 4 y 6 (Kavanagh, 2005).

2.6 Clasificacién de los hongos

El reino de los hongos se encuentra dividido en los phylum Chytridiomycota,
Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota y hongos mitospéricos (Mueller et al.,
2004; Carlile et al., 2006).

Phylum Chytridiomycota: poseen células flageladas en su ciclo de vida (zoosporas)
y se clasifican segun la ultraestructura de las zoosporas. Poseen micelio cenocitico,
talo holo o eucéarpico (Figura 4). Reproduccién sexual o asexual gracias al
esporangio. Sus paredes celulares se componen principalmente de quitina y
glucano.

Figura 4: Synchytrium endobioticum, perteneciente al Phylum Chytridiomycota

Fuente: Simmons, 2005



Phylum Zygomycota: su micelio es cenocitico, producen esporas sexuales
denominadas zigosporas que se desarrollan en el zigosporangio (Figura 4).
Algunos, como Rhizopus sp. tienen érganos de fijacion denominados rizoides. Su

pared celular esta compuesta de quitina, quitosano y acido poligalacturonico.

Figura 5: Mucor sp, perteneciente al Phylum Zygomycota
Fuente: Universidad de Adelaide, 2006

Phylum Ascomycota: sus hifas son septadas con un poro, a ambos lados del cual
pueden observarse sendos "cuerpos de Woronin", poseen ascosporas dentro de
ascas, esta asca proviene de un ascogonio y en general esta dispuesta en una capa
de células similares y en estructuras caracteristicas denominadas cleistotecio,

peritecio o apotecio (Figura 5). Sus paredes se componen de quitina principalmente.

Figura 6: Chaetomium sp, perteneciente al Phylum Ascomycota
Fuente: Sutton, 2000



Phylum Basidiomycota: este grupo se caracteriza por presentar basidiosporas que
se producen en basidios, la forma del basidio juega un papel fundamental en la
clasificacién, aquellos que tienen septos se clasifican en Phragmobasidiomycetes y
aquellos sin septos en Homobasidiomycetes. El cuerpo fructifero sexual se
denomina basidiocarpo, sus hifas son septadas y los septos son simples o con

doliporos (Figura 6).

Figura 7: Setchelliogaster sp, perteneciente al Phylum Basidiomycota
Fuente: Lepp, 2007

Hongos mitosporicos: se conocian como hongos imperfectos y después como
Deuteromycetes. Se denominaron imperfectos por su ausencia de una fase sexual
en su ciclo de vida y se conocen como hongos mitospdricos por que sus esporas se
producen por divisién nuclear mitética. Las hifas son septadas, la mayoria son
anamorfos y sus condiosporas se conocen como conidios, los cuales pueden ser de
dos tipos: télico si proviene de la segmentacion de segmentos preexistentes de hifas
y, blastico cuando hay un alargamiento del conidio inicial antes de septarse.

Otros organismos, parecidos a los hongos pertenecen al Phylum Oomycota, Reino
Straminipila, estos son patdgenos para plantas, poseen hifas y mecanismos de
infeccion similares a los hongos. Sus paredes celulares se componen
principalmente de glucano, su nucleo es diploide a diferencia de los hongos que es
haploide y las membranas celulares estdn compuestas de esteroles de plantas y no

de ergosterol como los hongos (Deacon, J., 2006).



De igual forma ocurre con los hongos mucilaginosos, conformados por cuatro
Phylum: Myxomycota, Plasmodiophoromycota, Dictyosteliomycota y Acrasiomycota.
Estos organismos se caracterizan por no tener pared celular, presentar mas de dos
nacleos, y algunos, se mueven mediante flagelos. Se dividen en dos grupos, los
plasmodiales  (Phylum Myxomycota, Plasmodiophoromycota) y los celulares
(Phylum Dictyosteliomycota y Acrasiomycota). Los primeros se caracterizan por ser
masas de protoplasmas con movimientos rapidos, se alimentan de bacterias y otras
particulas por fagocitosis, y el plasmodio se convierte en estructuras fructificantes,
los esporangios, a partir de los cuales se generan las esporas. Los celulares
producen cuerpos fructiferos cuando los nutrientes se agotan, en los que las células
se agregan gracias al adenosinmonofosfato ciclico por quimiotaxis para formar
esporas. También pueden realizar un ciclo sexual por la producciéon de macrocistos

diploides que sufren meiosis seguido de divisiones mitéticas (Deacon, J., 2006).

2.6.1 Hongos del suelo

Segun Mayea y colaboradores en 1991; Giri y colaboradores en el 2005, los
géneros mas comunes en los suelos, tanto en género como especie son los
siguientes: Acrostalagmus, Aspergillus, Acremonium, Botrytis, Cephalosporium,
Gliocladium, Monilia, Penicillium, Scopulariopsis, Spicaria, Trichoderma,
Trichothecium, Verticillium, Alternaria, Cladosporium, Pillularia, Cylindrocarpon,
Fusarium, Absidia, Cunninghamella, Mortierella, Mucor, Rhizopus, Zygorynchus,

Pythium, Chaetomium y Rhizoctonia.

En el estudio realizado por Sanchez y Romero en el 2004, se encontraron los
siguientes hongos asociados a Macleania rupestris en los paramos El Granizo y
Guasca: Absidia sp., Alternaria sp., Ascochyta sp., Aspergillus sp., Cladosporium
sp., Fusarium sp., Mucor sp., Nigrospora sp., Pestalotia sp., Stemphyllium sp.,

Thielaviopsis sp. y Trichoderma sp.

2.6.1.1 Aspergillus sp.
Pertenece a la division Deuteromycota, clase Hyphomycetes, orden de los
Hyphoymycetales y familia Moniliaceae (Ortega, 2002). Los Aspergillus se

caracterizan por tener micelio vegetativo compuesto de hifas septadas, ramificadas,



incoloras, estructura conidial desarrollada como pedicelos y cabezuelas de origen
en células hifales especializadas (células del pie), de paredes gruesas, las cuales
producen conidioforos como ramas aproximadamente perpendiculares al eje

longitudinal de la célula del pie (Garcia y Verastegui, 2001).

La clasificacion se hace por las estructuras de reproduccién y color de sus colonias.
Los miembros de éste género son aerobios de crecimiento rapido, la colonia es
inicialmente plana, blanca que crece haciéndose algodonosa. A medida que
envejece y va apareciendo la esporulacién, el centro de la colonia se va tornando de
color distinto segun la especie, asi: amarillo A. flavus, verdoso A. glaucus, negro A.

niger, gris A. fumigatus (Guzman, 1977).

Figura 8: 8a. Caracteristicas macroscopicas de Aspergillus fumigatus
8b. Caracteristicas microscépicas de Aspergillus fumigatus
Fuente: Pitt, 1998

2.6.1.2 Penicillium sp.

Es un hongo de crecimiento rapido dando colonias blancas aterciopeladas
inicialmente, las cuales se cubren con los esporos y van tomando diferentes colores
segun la especie; al final quedan completamente cubiertas de esporos con un
aspecto pulverulento. La colonia esta constituida por micelio de hifas delgadas
septadas. El verticillum es fundamental en la clasificacion del hongo, asi pueden
clasificarse en cuatro grandes grupos: monoverticillata, asimétrica, biverticillata-

simétrica y poliverticillata (Guzman, 1977).



Figura 9: 9a. Caracteristicas macroscopicas de Penicillium sp
9b. Caracteristicas microscépicas de Penicillium sp
Fuente: Salfelder, 2000

2.6.1.3 Acremonium sp.

Las colonias son de color crema o durazno claro, lisas por la produccion de un
delicado micelio aéreo corto. Se ven variantes de las colonias blancas, rosadas y
gris-amarillas. Microscépicamente, los conidiéforos son largos delicados y casi como
pelos. Conidios unicelulares elipticos, ovales a cilindricos dispuestos en cabezuelas
irregulares (Koneman y Roberts, 1997).

Figura 10: 10a. Caracteristicas macroscépicas de Acremonium falciforme

10b. Caracteristicas microscopicas de Acremonium sp
Fuente: Ellis y Hermanis, 2003



2.6.1.4 Fusarium sp.

Crece dando una colonia blanca la cual produce un pigmento color vino que
gradualmente difunde en el medio. El micelio esta formado por hifas septadas y los
conidiéforos presentan racimos de macroconidios. Se observan también
clamidosporas y microconidios (Guzman, 1977). Algunas especies de interés
agricola son Fusarium oxysporum, causante de la marchitez en algodén, el mal de
Panama en el banano y de la podredumbre basal en frijol; y Fusarium solani,
responsable de la pudricion radicular de la yuga y de los tubérculos de la papa
(Finch y Finch, 1997).

Figurall: 11 a. Caracteristicas macroscoépicas de Fusarium sp

11b. Caracteristicas microscépicas de Fusarium solani
Fuente: Universidad de Adelaide, 2006

2.6.1.5 Cladosporium sp.

Crece rapido a temperatura ambiente pero no a 37°C. Las colonias son planas,
aterciopeladas, de color carmelita oscuro un poco mas clara hacia la periferia,
formadas por micelio de hifas gruesas septadas y oscuras. Presentan conidi6foros
con conidios ovoides sobre las cuales se ven dos sitios donde se encuentran dos

conidios. Algunas especies tienen actividad proteolitica (Guzman, 1977).
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12 b. Caracteristicas microscépicas de Cladosporium cladosporioides
Fuente: Universidad de Adelaide, 2006

2.6.1.6 Trichoderma sp.

Crece formando colonias blancas que simulan una pelicula sobre el medio. El
micelio esta formado por hifas septadas. Los conidiéforos por segmentos cortos que
se hallan a lado y lado de la hifa, mostrando por su parte terminal pequefios
conidios redondeados. La esporulacion da sobre la colonia parches verdosos
(Guzman, 1977).

Figural3: 13 a. Caracteristicas macroscoépicas de Trichoderma sp

13 b. Caracteristicas microscépicas de Trichoderma harzianum
Fuente: Universidad de Adelaide, 2006



2.7 Importancia a nivel industrial y médica de los hongos filamentosos

La importancia de los hongos involucra el conocimiento de las especies patégenas y
su aprovechamiento industrial. Cerca del 40% de las enzimas comercialmente
disponibles se obtienen de hongos filamentosos. Estas enzimas son producidas
sobre todo por especies de los géneros Aspergillus y Trichoderma. Debido a que
secretan grandes cantidades de enzimas en el medio de cultivo, resultan rentables
en fermentaciones a gran escala (CONCYTEY, 2007). Aspergillus por ejemplo, es
un organismo ampliamente utilizado en la produccién de una gran variedad de
glucanasas con un espectro tal que puede lograrse la completa degradacion de la
celulosa. Las glucanasas son utilizadas en muchos procesos industriales, como
bioblanqueo, panificacion, extraccion y clarificacion de jugos, elaboracién de
alimento animal, industria textil, entre otras. Aspergillus muestra algunas ventajas
para la produccién industrial de enzimas: tiene un alto nivel de produccién, presenta
buenas propiedades para el cultivo, lo que posibilita la produccidon a gran escala, sus
productos son generalmente considerados como seguros, GRAS (por sus siglas en
inglés: generally regarded as safe), lo que permite su aplicacién en la industria de
alimentos tanto para el hombre y animales (Villena y Gutiérrez, 2003). Estos
metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos se originan a partir de
intermediarios del metabolismo primario y son clasificados segun su precursor. El
acetil es el compuesto intermediario del metabolismo secundario de los hongos
filamentosos productores de terpenos (carotenoides, ergosterol, acido giberélico),
derivados de acidos grasos (poliacetileno), de derivados de aminoacidos
(alcaloides, penicilina, cefalosporina) y por ultimo de policétidos (Roussos y Gaime,
1996). Algunas especies de Trichoderma son utilizadas para separar isGmeros
Opticos en la produccién de mentol, producen lactonas que se usan ampliamente en
la industria como saborizantes y estan caracterizados por su agradable olor y sabor

(Bayona y Villanueva, 1999).

Asi mismo, segin Moreno, 2000, el género Acremoniun es importante en la industria
por la produccion de importantes antibiéticos como lo son las cefalosporinas
eficaces contra las bacterias Gram positivas y Gram negativas. Las cefalosporinas
tienen propiedades antibacterianas similares a las penicilinas semisintéticas,

ademas de actuar eficazmente y tener baja toxicidad.



Por otro lado, los representantes de Acrasiomycetes desempefian un importante
papel ecoldgico en la naturaleza, pero su verdadera importancia para el hombre
estd actualmente confinada a la utilizacion de estos organismos en el laboratorio
como sujetos experimentales, particularmente en estudios de biologia morfogenética

y molecular (Carone, 1986).

2.8 Mecanismos de resistencia e importancia de los hongos paramunos

Los organismos psicrotroficos son aquellos que crecen a temperaturas menores a
10°C, se encuentran en ambientes naturales y algunos en condiciones adversas
como baja disponibilidad de nutrientes. Los hongos que crecen a bajas
temperaturas pueden dafiar pastos, cereales y otras plantas; ademas pueden crecer
en las bases de las plantas cubiertas de nieve (Mueller et al., 2004). Segun Gadre et
al, 2003, estos organismos son capaces de producir enzimas adaptadas al frio que
tienen actividad a una temperatura inferior a los 20°C, teniendo aplicaciones
especificas especialmente en la industria de alimentos. Asi mismo, Zimmer et al,
2006, reporta, segun el estudio realizado por otros autores, el uso de éstas enzimas
para la produccion de quimicos, materiales poliméricos homogéneos, aromas y
compuestos aromaticos para perfumes y productos farmacéuticos. Puesto que
muchos de los compuestos son a menudo, altamente volatiles, es importante
realizar su sintesis a bajas temperaturas y éstas enzimas, ademas de presentar
actividad a bajas temperaturas realizan la hidrolisis a una mayor velocidad que las
enzimas mesofilicas, en un rango de temperaturas entre 0 y 20°C, es asi como
estas enzimas muestran una mayor eficiencia catalitica y estan asociadas a una alta

termosensibilidad (Gerday et al., 2000)

En general se pueden sintetizar los mecanismos de adaptacion de estos organismos
en tres: funcién de enzimas, transporte de nutrientes y funcion de la membrana
celular (Gocheva et al., 2006). Estos organismos no tienen una regulacion de
temperatura, su temperatura interna es cercana al ambiente que los rodea, sin
embargo han desarrollado varias formas de adaptacién como cambios estructurales
a nivel de membrana, proteinas constitutivas y enzimas (Gerday et al., 2000). Segun
Robinson, 2001, un mecanismo para proteger el citosol es aumentar la

concentracion de trehalosa, un carbohidrato de reserva en células fungicas



vegetativas y esporas, pues este estabiliza las membranas durante la desecacion,
asi mismo los polioles como el manitol y glicerol, mantienen un entorno adecuado
para la actividad enzimatica. Otro importante mecanismo es la conformacion de las
membranas, ya que los acidos grasos y fosfolipidos son mas insaturados que

aquellos de mesofilos.

Segun Gocheva et al., 2006, estos organismos tienen tasas metabdlicas menores,
llevando a una disminucién en la demanda de ATP y acumulacion de electrones en
ciertos puntos de la cadena respiratoria. Esto conlleva a un incremento en la
produccion de especies reactivas del oxigeno como radicales superéxido, peréxido
de hidroégeno y radicales hidroxilo; estas especies reactivas causan estrés oxidativo
en procariotes y eucariotes, puesto que dafian componentes celulares como DNA,
lipidos y proteinas, para prevenir el dafio las células aerdbicas tienen enzimas
antioxidantes como la superdxido dismutasa y catalasa; es asi como estos

organismos presentan niveles mas altos de estas enzimas antioxidantes.



3. FORMULACION DEL PROBLEMA

Colombia es el segundo pais mas rico en especies del mundo, después de Brasil.
En promedio, una de cada diez especies de fauna y flora del mundo, habita en
Colombia. La flora es la primera gran riqueza, ya que Colombia posee entre 45.000
y 55.000 especies de plantas, de las cuales aproximadamente la tercera parte son
endémicas. Asi como Colombia posee una alta biodiversidad, esta presenta una
gran vulnerabilidad ya que corre un alto riesgo de sufrir extinciones masivas,
producidas por la destruccién de habitats por deforestacion y contaminacion. Por
consiguiente Colombia debe ser considerado un pais con una alta prioridad
ambiental, en donde deben desarrollarse programas de conservacion, recuperacion

y manejo sostenible (Instituto Alexander Von Humboldt).

Es asi como los ecosistemas de paramos en Colombia han sido poco explorados, y
por el contrario estan siendo perturbados y alterados por actividades antropogénicas
gue ocasionan la destruccion de la flora autoctona, la erosion y el empobrecimiento
de suelos. Esto ultimo relacionado con la destruccion masiva de los habitats
naturales, el aumento demogréfico de la poblacién, el uso inadecuado de
agroquimicos y pesticidas, asi como diferentes actividades econémicas como, la
ganaderia extensiva, la agricultura, la deforestacion, explotacién de canteras vy el

orden publico (Ospina, 2003).

La ganaderia extensiva ocasiona compactacién de los suelos por el pisoteo de los
animales, se pierden los poros por donde transitan el agua y el aire generando asi
un desequilibrio de la capacidad de almacenamiento, retencién y regulacién del
agua en el suelo que es una de las principales funciones del ecosistema. Al
compactar el suelo se impide el desarrollo de la vegetacion, los procesos de

descomposicion de la materia organica y la respiracion del suelo. Por otro lado, los



suelos de los paramos no son aptos para la agricultura, por lo que si estos suelos se
destinan para esta actividad requeriran muchos recursos para la adecuacién como
el ajuste del pH y el contenido de nutrientes. Uno de los cultivos de mayor impacto
es el de papa, ya que para su realizacidon se requiere tumbar y quemar el frailejon,
arar y drenar el terreno con profundas zanjas lo que genera erosion y movimiento de
masas. Otro factor importante que degrada los ecosistemas del paramo es la
deforestacion para la utilizacion de la madera o para establecer cultivos
tradicionales agricolas. La explotacion de canteras causa procesos erosivos,
inestabilidad de tierra y sedimentacién de cauces. Por otra parte, los grupos
armados establecen sus campamentos desarrollando alli actividades de todo tipo
que conllevan a una acelerada destruccion afectando suelo, agua y vegetacion
(Ospina, 2003).



4. JUSTIFICACION

Se escogieron los paramos de Guasca y Cruz Verde de Cundinamarca, con el fin de
aprovechar de una manera mas racional y sostenible los recursos naturales
renovables por que representan una fuente innumerable de especies nativas que
son aun desconocidas y que pueden proporcionar un valor cientifico a nivel
industrial y terapéutico en estudios posteriores. Ademas, se encuentran en
cercanias a Bogota lo que permite tener facil acceso y desplazamiento ya que el
proyecto se llevd a cabo en el laboratorio de Quimica Microbioldgica de la Pontificia

Universidad Javeriana.

Con este Proyecto, se pretende aportar nuevos conocimientos sobre hongos
filamentosos originarios de los paramos de Guasca y Cruz Verde (Cundinamarca),
gue sirvan de referencia en la biodiversidad del pais para facilitar investigaciones
futuras en el campo de la micologia y en el desarrollo de trabajos de investigacion a
nivel de biotransformacion, los cuales son llevados a cabo por el Grupo de
Investigacion en Biotransformacion del Departamento de Quimica de la Universidad

Javeriana.



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Aislar e identificar hongos filamentosos obtenidos en muestras de suelo no

intervenido provenientes de las zonas de frailejones en los paramos de Guasca y

Cruz Verde ubicados en Cundinamarca-Colombia.

5.2 Objetivos especificos

5

S

Realizar aislamiento de hongos filamentosos de las zonas de frailejones en

los paramos de Guasca y Cruz Verde.

% Caracterizar macro y microscopicamente los hongos filamentos aislados de

los paramos de Guasca y Cruz Verde.

% Identificar mediante claves taxondmicas el género y posible especie de los

hongos filamentosos aislados de los paramos de Guasca y Cruz Verde.

s Conservar las cepas aisladas e identificadas de hongos filamentosos

obtenidos, para su posterior utilizacion.



6. METODOLOGIA

6.1 Muestreo del suelo

Las condiciones del suelo, desde la recoleccion hasta la culminacion del
experimento se debe considerar, debido a que la temperatura, la disponibilidad de
oxigeno, el contenido del agua y la duracion del almacenamiento afecta
enormemente a la microflora del suelo y de esta manera los procesos que en ellos

intervienen.

Por consiguiente los procedimientos de muestreo tienen que asegurar que el
namero y las actividades de los microorganismos no se alteran, ya sea positiva 0
negativamente, de manera no cuantificable durante la recoleccion y la conservacion
de la muestra. También tienen que asegurar que las muestras son representativas y
que no estan contaminadas con microorganismos extrafios; es decir, el
procedimiento seguido debe asegurar que los microorganismos sélo proceden del
ecosistema que se esta examinando (Atlas y Bartha, 2005). Para lo que es
necesario, identificar y registrar los sitios de muestreo, usando un mapa o plano
dénde se especifiquen las condiciones geograficas o topogréaficas de la zona, por
referencia a objetos estaticos facilmente reconocibles, o mediante una referencia
detallada en un mapa (NTC 4113-6).

6.1.1 Toma de muestras
Existen diferentes formas de recolectar una muestra representativa. Segun Ferraris,
2000, los tipos de muestreo son: muestreo al azar, muestreo al azar estratificado,

muestreo en areas de referencia y muestreo en grilla (Ver figura 14).

El muestreo al azar es el mas sencillo, debido a que consiste en recolectar
submuestras que luego son mezcladas para lograr una muestra compuesta. El
inconveniente de este tipo de muestro es que frecuentemente no se tiene en cuenta

la variabilidad existente en sectores no homogéneos del lote.



Otro método, consiste en dividir el lote en subunidades homogéneas, dentro de las
cuales se toman muestras compuestas al azar, evitando cualquier desuniformidad
que pueda aparecer en el lote como sectores engramonados. Por el contrario, el
muestro en areas de referencia, consiste en muestrear intensamente un sector
homogéneo del lote, que se asume representativo del lote completo. Finalmente, el
tipo mas intensivo de muestreo es el muestreo en grilla, En este las muestras son
tomadas a intervalos regulares en todas las direcciones, analizandose por separado.
Se debe tener en cuenta, que el método de obtencion de las muestras esta
determinado por las propiedades fisicoquimicas del ecosistema sometido a estudio,
por la abundancia esperada de microorganismos, y por los procedimientos de

enumeraciéon y medicion llevados a cabo (Atlas y Bartha, 2005).
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Figura N° 14: Tipos de posibles de muestreo de un lote: 14a Muestreo al azar
14b Muestreo al azar estratificado 14c Muestreo en areas de referencia

14d Muestreo en grilla (Tomado de Ferraris, 2000).



6.1.2 Equipo para muestreo
Luego de haber seleccionado el tipo o0 método de muestreo, es necesario escoger la

herramienta a utilizar para la recoleccién de la muestra de suelo.

Las cuatro herramientas basicas cominmente utilizadas son: la cuchara o cucharén
de draga, el extractor de nucleos, los dispositivos de barreno o sonda, o las zanjas
(Ver figura 15). La cuchara o cucharén de draga, es facil de usar y descontaminar,
se utiliza para una superficie suave (0-100 cm de profundidad). El dispositivo para
extraer nicleos del suelo, se usa en un suelo suave (0-60 cm). Este equipo es
relativamente facil de usar, preserva el nicleo del suelo para una colecta de

muestra sin perturbacién, no obstante es dificil de descontaminar.

El barreno manual o eléctrico, generalmente se emplea en asociacién con el
barreno de balde para colectar muestras, tiene buen rango de profundidad (15 cm -
5 m), sin embargo es dificil de descontaminar. Y por ultimo, las zanjas que son
utilizadas para todo tipo de suelo y para ganar acceso a horizontes de suelo mas
profundos (Direccién General de asuntos ambientales, 2000).
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Figura N° 15: Equipo de muestreo: 15a Barreno, 15b Extractor de ndcleos,
15c Tubo de muestra de suelo, 15d Manija de taladro

Fuente: Soilmoisture Equipment Corp., 1999

Es necesario, tener en cuenta, que los dispositivos de muestreo deben ser
descontaminados para evitar contaminacion cruzada y que se deben escoger
dependiendo de la profundidad a la cual se va a tomar la muestra y las
caracteristicas del suelo. Como lo sefiala Atlas y Bartha, cuando se toman muestras
de suelo, no se suelen utilizar técnicas asépticas sino que de forma pragmatica se
recurre a una pala y a un cubo; la gran abundancia de microorganismos en el suelo
relativiza la accién de posibles contaminantes procedentes del aire o de recipientes
no estériles (2005, 677).

6.1.3 Procesamiento y almacenamiento de muestras

Segun la NTC 4113-6, el suelo se debe procesar lo més pronto posible después del
muestreo. La muestra debe pasarse a través de un tamiz de 2mm para facilitar el
intercambio gaseoso entre las particulas y por lo tanto mantener la naturaleza
aerobica del suelo. Asi mismo, el suelo se debe desmigajar y voltear con frecuencia
a temperatura ambiente, para evitar secado excesivo en la superficie.
Seguidamente, las muestras deben ser almacenadas en oscuridad a 4°C =+ 2°C con

acceso de aire libre (Burlage et al., 1998). Para lo anterior, es adecuado el uso de



bolsas plasticas amarradas en forma holgada, evitando que se presenten
condiciones anaeroébicas en el fondo de estas. Ademas, es esencial no permitir que
el material se seque o se sature de agua durante el almacenamiento y no almacenar

una sobre otra.

6.2 Determinacién de pHy humedad del suelo

El pH del suelo esta influenciado por la composicion de los cationes de intercambio,
composicién y concentracion de las sales solubles y la presencia o ausencia de
yeso y carbonatos de metales alcalinos-térreos (Brissio, 2005). El pH del suelo se
mide potenciométricamente mezclando 20 g de suelo en agua destilada en una
proporcion de 1:2,5. Posteriormente se agita la muestra y se registra el valor de pH.

La determinacion del porcentaje de humedad se realiza por diferencia entre peso
hamedo y peso seco. Se toman 2 g por duplicado de cada muestra y se colocan en
horno a temperatura de 100°C durante dos horas, al cabo de las cuales se deja
enfriar en el desecador durante una hora para evitar que las muestras ganen
humedad del ambiente. Seguidamente, cuando desciende la temperatura, las
muestras son pesadas Yy luego llevadas nuevamente al horno para continuar con el
secado. Dos horas después son nuevamente pesadas en frio y se repite el

procedimiento hasta que el peso se estabilice.!

6.3 Métodos de Aislamiento

6.3.1 Cultivo liquido

En esta técnica se toman 10 g (equivalente peso seco) de suelo fresco y se adiciona
a erlenmeyers de 1000 mL con una solucién de agua destilada estéril, peptona al
0,1% (Diaz, 2000), Tween 80 al 0,5% y Cloramfenicol (400ppm) 0,005mg/mL
(Vishnoi et al, 2005). Se coloca la mezcla en shaker giratorio durante 48 horas para
luego dejarlo en incubacion estética hasta observar el desarrollo de micelios en el
liquido (aproximadamente 1 semana). Posteriormente las formas de crecimiento se
pasan a placas con medio PDA (Ver Anexo 1), mediante siembra por agotamiento,

con el fin de obtener cultivos axénicos al realizar subcultivos de acuerdo a las

'ENTREVISTA: Dr. Rubén Dario Torrenegra, Profesor Titular, Pontificia Universidad
Javeriana. Bogota D.C, 15 de Octubre de 2007.



diferentes caracteristicas macroscopicas (Diaz, 2000). Las placas se incuban a
28°C durante 5 a 6 dias y cada ensayo se realiza por triplicado (Valadkova y
Baldrian, 2006).

6.3.2 Lavado de suelo

Esta metodologia permite aislar hongos en estado activo, por lo cual se separan
particulas de suelo de los propagalos microbianos por lavado de suelo y se aislan
hongos filamentosos cuyas hifas permanecen adheridas a las particulas o al
sustrato. En el trabajo realizado por Chitiva y Cabrera en el 2001, realizaron una
modificacion del aparato lavador descrito por Domsch y colaboradores en 1980. El
aparato modificado consta de dos embudos de porcelana (acoplables) con un poro
de 1,5 mm, con un didmetro de 5 cm. En el extremo superior se coloca el primer
embudo con un tapén de caucho conectado a una manguera de entrada de agua
contenida en un galén. Dicho embudo a su vez, se acopla por su extremo inferior al
segundo embudo que contiene papel de filtro para reducir el tamafio del poro. Este
altimo se acondiciona a un recipiente de vidrio para recoger el agua del proceso.
Debido al uso de tapones de caucho, es necesario perforarlos introduciendo varillas
de vidrio que facilitan la entrada de aire para permitir la circulacion de agua. Todos
los implementos que conforman el aparato lavador son previamente esterilizados en

autoclave.

6.3.3 Dilucién en placa

Es uno de los métodos mas utilizados para aislamiento de hongos de suelo, también
se denomina suspensién en placa. Es sencillo y rapido, consiste en suspender el
suelo en agua estéril o soluciones de agar (0.05-0.2%), dextrina o carboximetil
celulosa (0.1-0.2%) para posterior a la sedimentacién, realizar la siembra en cajas
de agar (Mueller et al., 2004).

6.3.4 Placas de suelo de Warcup

Fue desarrollado por Warcup en 1950, las placas se preparan dispersando
pequefias cantidades (0.2-5 mg) de suelo pulverizado en una caja de petri estéril, se
adiciona agar a las placas y se agita lentamente para dispersar las particulas. Este

método es sencillo y es bueno para la identificacion preliminar o rapida de especies



en el suelo, sin embargo las colonias jovenes incrustadas en el agar son dificiles de

remover (Mueller et al., 2004).

6.3.5 Filtracion de particulas

Segun Mueller et al., 2004, se denomina también “lavado de suelo” y permite el
aislamiento de hongos de fragmentos de micelio sumergidos en el sustrato,
reduciendo la recuperacion de colonias de hongos originarios de esporas; de igual
forma el aislamiento de especies con clamidosporas también es favorecido ya que

sus propagulos no son removidos del todo por el lavado.

6.3.6 Fraccionamiento de la comunidad de hongos del suelo

Esta técnica involucra la preseparacién de propagulos del suelo utilizando
centrifugacién por gradiente de densidad antes de la aplicacion en los medios de
aislamiento. Se aislan especificamente, las esporas de diferentes tamafios.
También se pueden eliminar poblaciones de hongos con calor, vapor o solventes
para el aislamiento selectivo de especies con propagulos resistentes. Estos ultimos
tratamientos hacen que predominen la poblacién de ascomycetes y basidiomycetes

que tienen ascosporas, clamidosporas y esclerocios (Mueller et al., 2004).

6.4 ldentificacién de género y posible especie

6.4.1 Cultivos monospéricos

Este procedimiento se usa para obtener cultivos desarrollados de una espora
simple. Para lo anterior, se toman dos tubos con 5ml de agua destilada estéril con
Tween 80 al 0,5%; con una aguja de diseccion se pasa una pequefia proporcion del
crecimiento a uno de los tubos, de esta suspension se toma con una asa en argolla

una alicuota que se mezcla en el otro tubo; por duplicado se toman 10 ul del

segundo tubo y se esparce por agotamiento con una asa de argolla sobre una caja
con agar papa dextrosa. Luego, las cajas se incuban a 25°C y se observan
diariamente hasta ver la germinacion de una espora que inmediatamente es
transferida a un tubo con PDA inclinado y se continua con la incubaciéon hasta el

desarrollo total de la colonia (Koneman, 2001).



6.4.2 Observacion microscoépica
6.4.2.1 Técnica de cinta pegante

Esta técnica es una de las mas usadas, debido a que se conserva la yuxtaposicién
original de las esporas y segmentos de hifas (Koneman, 1987). Ademas de permitir
observar las estructuras flungicas casi sin alteracion (Arenas, 1993). Para su
realizacion, se toma una tira de cinta de 4cm, con el lado adhesivo hacia fuera,
sosteniéndose con pinzas y presionando firmemente contra la superficie de la
colonia del hongo que se desea estudiar. Posteriormente, la tira de cinta se coloca

en un portaobjetos con una gota de azul de lactofenol.

6.4.2.2 Montaje por diseccion

Divo en 1990 relaciona esta técnica al uso de una aguja de diseccion para tomar
una parte de la superficie de la colonia y que luego debe ser depositada sobre una
gota de azul de lactofenol. Con la ayuda de otra aguja o de un asa microbioldgica se
debera extender el preparado y se cubrira con una lamina cubreobjetos; para luego
ser observada al microscopio con un aumento de 40X. Este es el método mas
habitual pero puede destruir los aparatos esporiferos y dificultar la identificacion
(Arenas, 1993).

6.4.2.3 Método de microcultivo

Segun Arenas en 1993, este método es el mas preciso y permite observar las
estructuras fangicas in situ.

Para su realizacion se toma una caja de petri con un caballete de vidrio en U, se
deposita 5 mL de agua estéril en la caja que evitard la desecacién posterior; se
coloca un portaobjetos sobre el caballete y con una pipeta estéril se pone una capa
de agar en la superficie de la lamina, se siembra en el centro un fragmento del
cultivo y se coloca una laminilla estéril sobre éste para después incubar a la
temperatura seleccionada. Se retira la laminilla y se coloca sobre una gota de azul
de lactofenol observando al microscopio en aumento de 40X (Arenas, R., 2003;
Casas, G., 1989).



6.5 Métodos de conservacion

6.5.1 Agua destilada estéril

Es un método que consiste en suspender en agua estéril un determinado namero de
células del microorganismo que se quiera conservar e incubarla de 20° a 25°C
(Castellani, 1939). Se han observado altos porcentajes de viabilidad en periodos a
veces superiores a 5 afos, en diversos tipos de microorganismos, tanto hongos
filamentosos como levaduras y algunas bacterias, asi como también se ha
comprobado una buena estabilidad para caracteres morfolégicos y fisioldgicos
(Garcia y Uburubu, 2000).

6.5.2 Suelo estéril

El método consiste en esterilizar y secar el suelo el cual es utilizado como medio
absorbente para una pequefia cantidad de inéculo y usado para cultivos que
producen esporas y estructuras de resistencia. Se puede preservar la viabilidad y

caracteristicas a temperatura ambiente o en refrigeracion (Louis y Lim, 1988)

6.5.3 Papel filtro

Este método permite la conservacion de células en papel filtro esterilizado, al
inocular una solucién de células para posteriormente realizar un tratamiento de
secado y mantenerlo en congelacion. También es posible desecarlos por
desecacion liquida (L-Dry) utilizando un liofilizador evitando un vacio excesivo
(Garcia y Uburubu, 2000).

6.5.4 Tubo con agar inclinado

Este tipo de técnica es utilizada con gran frecuencia para aplicaciones
microbioldgicas, especialmente en la conservacién de cepas. Para ello se precisa
una superficie grande de medio de cultivo, que se puede obtener mediante agar
inclinado.

Los tubos llenos con medio de cultivo esterilizado, todavia liquido, se colocan en
una posicioén inclinada, de tal forma que se forme una capa de aproximadamente
3cm y una superficie inclinada de iguales dimensiones. El medio de cultivo se
deja solidificar en la posicién lograda (Merck, 2007), seguidamente se siembran

los microorganismos que van a ser conservados a 4°C o 9°C.



6.5.5 Criopreservacién (Glicerol al 10%)

El empleo de agentes crioprotectores protegen el dafio que se pueda producir en
las células microbianas en el momento de la congelacion. Existen muchos
compuestos que se pueden utilizar como crioprotectores, pero el que se utiliza con
mas frecuencia es el glicerol, a una concentracion del 10 al 20% (Garcia y Uruburu,
2000). El glicerol es un liquido incoloro, muy espeso, de sabor dulce, es muy soluble
en todas las proporciones en el agua y en el etanol, es mas pesada que el agua; en
estado anhidrido es muy higroscépica, es decir, absorbe la humedad del aire,
aumentando de volumen. EI glicerol o glicerina liquida es resistente a la
congelacion, pero puede cristalizarse a baja temperatura (Burns, 1996).

El glicerol como criopotectante baja la concentracién de sales en equilibrio con el
hielo a cualquier temperatura de congelacién cuando esta presente en el medio o
cuando éste ha penetrado la célula. También reduce el tamafio y la cantidad de
cristales de hielo formado y es encontrado naturalmente como osmoregulador
dentro de las células. Este método de conservacion es a largo plazo (Corredor,
2002).

6.5.6 Liofilizacién

Es un método para preservacién a largo plazo (Corredor, 2002). Seguin Kearney,
2005; el proceso de liofilizacion implica la remocién de agua en el estado congelado
utilizando la sublimacion. Lo anterior, se logra mediante la aplicacion de vacio. Para
mejor estabilidad y viabilidad se utilizan soluciones crioprotectantes, las cuéles
evitan la formacion de cristales a nivel celular. Los equipos para liofilizacién tienen
tres componentes: un mecanismo de congelamiento, una fuente de vacio y una
trampa para el vapor de agua (Corredor, 2002).

La liofilizacion tiene dos grandes ventajas sobre la criopreservacion: no requiere
almacenamiento del producto y al enviar el producto liofilizado no necesita de
refrigeracion. La viabilidad de la liofilizacion para hongos depende de la tasa de
congelacion, el tamafio de los propagalos, el espesor de la célula y la composicion

de los protestantes utilizados (Tan et al, 1995).



7. EXPERIMENTACION

7.1 Ubicacion

7.1.1 Paramo de Guasca

El area seleccionada para este estudio se encuentra ubicada en la zona de
frailejones a 55Km al noroeste de la ciudad de Bogota D.C, en la carretera que
comunica a los municipios cundinamarqueses de Guasca y Gacheta; a una altura
entre los 3.000-3.250msnm (Ver figura 16a).

7.1.2 Paramo de Cruz Verde

Para el muestreo del Paramo de Cruz verde, se escogioé la zona ubicada en el
kilbmetro 10 al suroeste de la ciudad de Bogot4d D.C, via municipio Choachi-
Cundinamarca. A una altura de 3.300-3.500msnm (4°, 457, latitud N y 74° longitud
W), con temperatura promedio de 8,4°C (Ver figura 16b).

Figural6: Zona de muestreo.

16a Paramo de Guasca; 16b Paramo de Cruz Verde

Fuente: Autores



7.2 Inspeccion de campo

7.2.1 Tomade muestras y seleccion de area

La toma de muestras se realiz6 de forma aleatoria en una porcion determinada de
los paramos de Guasca y Cruz verde, especificamente en zonas cercanas a los
frailejones. Estas muestras se tomaron utlizando el sistema de recorrido en
diagonal, de manera que se pudiera obtener una muestra representativa (Figura 17).
Para lo anterior, se realiz6 una inspeccion del area del muestreo con el fin de
determinar las zonas a muestrear, tomando puntos aleatorios en un esquema en
donde se demarcaron 5 areas de 25 m? equidistantes. A partir de las 5 parcelas
demarcadas previamente, se tomaron de 10 a 20 cm de profundidad, cinco
submuestras con un peso de 100 g cada una, que seguidamente se mezclaron
uniformemente para obtener 5 muestras en total, cuyo peso promedio fue de 500g

cada una (Burlage et al., 1998).

2,5m

50m

Figura N° 17: Esquema utilizado para la toma de muestras en los
Paramos de Guasca y Cruz Verde
Fuente: Autores



7.2.2 Equipo de muestreo

Para la recoleccion de las muestras se utiliz6 un barreno, el cual fue lavado
previamente con agua destilada estéril y seguidamente se dejo sumergido en
hipoclorito de sodio al 5,2% durante 10 minutos. Luego, se realiz6 un ultimo lavado

con agua destilada estéril y fue sellado con papel kraft.

Figura 18: Herramientas utilizadas en el muestreo (Barreno)

Fuente: Autores

7.2.3 Transporte de muestras

Para el transporte de muestras se utilizaron bolsas plasticas de cierre hermético,
estériles y se almacenaron en condiciones de refrigeracion a 4°C. Estas fueron
transportadas y procesadas el mismo dia en el laboratorio, para lo cual, las
muestras de suelo se tamizaron utilizando un tamiz de 2 mm, y seguidamente se
realizé una preincubacion durante 24 horas a 25°C. Posteriormente, se llevaron a

cabo los procesos de aislamiento.



Figura N° 19: Transporte de muestras

Fuente: Autores

7.3 Determinacion de pHy Temperatura del suelo

El pH del suelo se midié potenciométricamente (pHmetro Inolab®) mezclando 20 g
de suelo en agua destilada en una proporcion de 1:2,5. Posteriormente se agito la
muestra y se registré el valor de pH. Ese procedimiento se realizé en el laboratorio.
La temperatura del suelo se tom6 con un termdémetro de suelos marca Brixco,

introduciendolo a una profundidad de 10 a 20 cm aproximadamente?.

7.4 Medios de cultivo

Para la recuperacién e identificacion de hongos filamentosos se utilizaron medios de
cultivo sélidos como el agar papa dextrosa (PDA), agar Czapeck, agar Extracto de
Malta, agar Extracto de Levadura, OGYE y el agar Sabouraud (Ver Anexo 1). El
PDA se utilizo para llevar a cabo los procedimientos de aislamiento. Este medio, fue
util ya que proporcioné gran cantidad de nutrientes (fuente de nitrégeno y carbono),
lo que permitid recuperar una amplia variedad de hongos filamentosos. Para el
aislamiento de los hongos filamentosos a los medios de cultivo se les adicion6

Cloramfenicol (400ppm) 0,05mg/mL.

2 ENTREVISTA: Dr. Rubén Dario Torrenegra, Profesor Titular, Pontificia Universidad
Javeriana. Bogota D.C, 18 de Agosto de 2007.



7.5 Métodos de aislamiento

7.5.1 Técnica de dilucion en placa

Esta técnica se utilizo para cuantificar los microorganismos en placa de cultivo
realizando diluciones del suelo. Por consiguiente, se obtuvo un estimado de la
poblacién viable cultivable en los medios de cultivos.

Procedimiento: Se hicieron diluciones seriadas en base 10 de las muestras en agua

peptonada 0,1%, desde la dilucion 10 -107°, las cuales se agitaron por cinco

minutos, para luego realizar siembra masiva en superficie (0,1 mL) en los medios de

cultivo. Se sembraron las diluciones 10™° —10°, por duplicado. Posteriormente se
llevaron a incubar de 3 a 6 dias a 25°C para observar crecimiento de colonias de
hongos, a partir de las cuales por subcultivos se obtuvieron cultivos axénicos de

acuerdo a las diferentes caracteristicas macroscépicas (Valencia, 1979).

7.5.2 Técnica de lavado de suelo

En esta técnica se utilizé el aparato lavador modificado (ver numeral 5.2.2) que
permitié aislar hongos filamentosos en estado activo, cuyas hifas permanecieron
adheridas a las particulas o al sustrato.

Procedimiento: Se tomaron 20 g de suelo previamente cernido por tamiz de 2mm y
se colocaron en el aparato lavador (Figura 20a). Las particulas de suelo lavadas se
tomaron del segundo embudo y se secaron sobre papel de filtro en una caja de petri
(Ver figura 20b), para luego transferir cinco particulas sobre placas con agar PDA
por duplicado. Posteriormente se llevaron las placas a incubacion de 3 a 6 dias a
25°C para observar crecimiento de colonias de hongos, a partir de las cuales se
obtuvieron cultivos axénicos realizando subcultivos de acuerdo a las diferentes

caracteristicas macroscépicas (Valencia, 1979).



Figura N° 20: 20a Aparato Lavador. 20b Suelo procesado

Fuente: Autores

7.5.3 Técnica de siembra directa de suelo

Este método se lleva a cabo introduciendo fragmentos del suelo fresco en la
superficie de placas con diferentes medios de cultivo, para posteriormente observar
el crecimiento micelial de los hongos presentes en las muestras (Mueller et al.,
2004).

Procedimiento: Se tomaron particulas pequefias de suelo fresco y se colocaron en
superficies sobre placas con agar PDA (Anexo 1) con adiciébn de Cloramfenicol
(400ppm) 0,05mg/mL por duplicado, cinco particulas en cada placa. Seguidamente
se llevaron las placas a incubar de 3 a 6 dias a 25°C con el fin de observar

crecimiento de colonias fungicas.



Figura N° 21: Siembra de particulas de suelo en Medio PDA con adicién
de Cloramfenicol (400ppm) 0,05mg/mL.
Fuente: Autores

7.6 Identificacion de género y posible especie
7.6.1 Observacién microscopica

7.6.1.1 Técnica de cinta pegante

Se realizé un doblez de una tira de cinta de 4cm, con el lado adhesivo hacia fuera 'y
se sostuvo con pinzas. El lado adhesivo se presioné firmemente contra la superficie
de la colonia del hongo a estudiar. El micelio aéreo se une a la superficie adhesiva
por lo cual es facilmente separada de la colonia. La tira de cinta con micelio aéreo
se coloco en una gota de azul de lactofenol (Anexo 2), con un portaobjetos.

7.6.1.2 Montaje por diseccion

Para el montaje por diseccion se utilizé una aguja de diseccion para tomar una parte
de la superficie de la colonia que luego se depositdé sobre una gota de azul de
lactofenol. Con la ayuda de otra aguja se extendi6 el preparado y se cubrié con una
lamina cubreobjetos, para luego ser observada al microscopio con un aumento de
40X y 100X.

7.6.2 Empleo de claves taxondmicas
Para la identificacion del género y posible especie de los hongos filamentosos
aislados fue necesario la utilizacién de claves taxonOmicas, para ello se tuvo en

cuenta las caracteristicas macro y microscopicas, es asi como fue preciso examinar



los aislamientos de cada una de las cepas utilizando diferentes medios de cultivo
para la caracterizacion macroscopica e induccion de estructuras de reproduccion.
Asi mismo, fue necesaria la utilizacion del Programa Motic 2.0 ® para la observacion
de las caracteristicas morfolégicas a nivel microscopico, para posteriormente, ser
confrontadas con las descripciones reportadas por los autores en la literatura sobre

identificacion de hongos filamentosos.

La literatura que se utilizé fue:
4+ Alexopoulos, C, 1996.
+ Barnett y Hunter, 1972.
Carone, D, 1986.
Domsch y Gams, 1980.
Gilman, J., 1963.
Hoog, G, 2000.
Koneman, E, 1932.
Robinson, P., 1978.
Samson y Pitt, 1990.

Samson et al., 2004.

+ +

Samson et al., 2000.
Zapater, R, 1965.
http://microbiology.mtsinai.on.ca/mig/opfungi/index.shtml, 2007.

http://www.socalemi.org/atlas _hongos.htm, 2003.

http://www.doctorfunqgus.org/imageban/,2008.

http://www.cbs.knaw.nl/Asperqillus/BioloMICS.aspx,2008.

£ F F F F £ F F F F F F

http://www.mycobank.org/MycoTaxo.aspx?Link=T&Rec=209842, 2008.

7.7 Métodos de conservacion
7.7.1 Suelo estéril

Se procesé el suelo utilizando tamices de tamafio de poro de 0.25mm y 0.025mm.
Se adicionaron 2g de suelo a los viales que posteriormente se esterilizaron a 121°C,

15 Ib de presién por 15 minutos, por duplicado. A cada uno de los cultivos se les



agrego Tween 80 al 0,1% para obtener una suspension de conidios, con una
concentracion aproximada de 10°conidos/mL o de micelio, de la cual se tomé 1mly
se adicion6 a cada frasco. Después de su incubacién por dos dias a 25°C se

almacenaron en refrigeracioén a 4°C.

7.7.2 Tubo con agar inclinado
Las cepas se conservaron en medio agar papa dextrosa (PDA) en plano inclinado

(Ver Anexo 1). El medio fue distribuido en tubos 16 x 150 con tapa rosca hasta 2/3
de la capacidad total, éste se esteriliz6 durante 15 minutos a 121°C vy
posteriormente se dejo solidificar en posicion horizontal. Se transfirid un inoculo de
un cultivo activo a los tubos y se llevaron a incubar a 25°C por 7 dias. Se
almacenaron a temperatura ambiente y se verificO periédicamente si estos se

encontraban contaminados o deshidratados, para realizar nuevos pases.

7.7.3 Glicerol al 10%

Se esterilizaron tubos eppendorf con 1,5 ml de glicerol al 10% durante 15 minutos a
121°C, 15 Ib de presion, posteriormente, a partir de cultivos activos se tomaron
varios discos de aproximadamente 4 mm de diametro usando pitillos estériles que

se depositaron en los viales. Estos se almacenaron a -70°C.

7.8 Re siembra periddica en medios frescos

De las cepas conservadas en suelo estéril, tubo inclinado y glicerol al 10% se
realizaron subcultivos a medios frescos con el objetivo de evaluar la viabilidad y
pureza del cultivo conservado. Para esto se utilizaron los siguientes medios: agar
papa dextrosa (PDA), agar czapeck (Cz), agar extracto de malta y agar sabouraud.
Después de sembrados se llevaron a incubar a 25°C durante 7 dias. Los viales se
almacenaron segun el método utilizado y se evalud su pureza y viabilidad durante

cuatro meses.



8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Determinacion de pH y temperatura del suelo

8.1.1 Determinacion de pH
El pH se determin6é en el laboratorio de Quimica Microbioldgica de la Pontificia
Universidad Javeriana, usando un pHmetro marca Inolab. Se mezclaron 20g de

suelo en agua destilada (proporcién 1:2.5) realizando 25 repeticiones.

Tabla No. 2: Promedio pH de los Paramos de Guascay Cruz Verde

Paramo Promedio pH
Guasca 5.38
Cruz Verde 5.07

(Ver anexo 3y 4)

Segun los resultados obtenidos, (Ver tabla 2) el pH de los suelos de paramos de
Guasca y Cruz Verde para aislamientos de hongos filamentos es el 6ptimo, ya que
se encuentra en un rango de 4 a 6 (Kavanagh, 2005; Diemer, 1996). Debe ser asi,
debido a que segun Cochrane, 1963; un pH alto perjudica enormemente el
desarrollo de los hongos por la solubilidad de los metales y a pH bajos se afectan
los sistemas enziméticos, el ingreso de vitaminas esenciales, acidos organicos y la

toma de minerales.

8.1.2 Determinacion de temperatura
Para la determinacion de la temperatura del suelo se utilizé6 un termémetro de

suelos marca Brixco, introduciendo a una profundidad de 15 cm aproximadamente.



Tabla No. 3: Temperatura promedio de los Paramos de Guasca y Cruz Verde

i Temperatura Temperatura
Paramo )
ambiente (°C) suelo (°C)
Guasca 10.5 7.8
Cruz Verde 12.3 9,1

La temperatura y el pH son factores importantes en el aislamiento microbiano,
debido a que estas condiciones son un punto de partida clave para estimular o
inhibir el crecimiento de la flora de interés. Por consiguiente, para el procesamiento
de las muestras fue necesario manejarlos a una temperatura que no afectara el
metabolismo de los microorganismos objeto de investigacion, para lo cual se utilizé
una temperatura de 11°C en el momento de almacenar las muestras y asi
estabilizarlas. Esto con el fin de dar condiciones similares a las de los paramos (Ver
tabla 3), sin afectar la proliferacion fungica. Como lo menciona Diemer en 1998, la
temperatura de suelos de paramos maxima es de 9,4°C y minima de 0,6°C, en
épocas de invierno y verano. En cuanto a la temperatura ambiente, en otros
estudios se ha reportado que alcanza temperaturas hasta de 20 a 21°C como
maximo en horas de la mafiana (Pérez, 1984). Por lo que para los métodos de
aislamiento, las muestras fueron incubadas a 25°C para poder reactivar la poblacion
fungica, ya que segun Biles y High, 2003; es la temperatura Optima para el

crecimiento de hongos en medios enriquecidos como MEA y PDA.

8.2 Métodos de Aislamiento

8.2.1 Aislamientos obtenidos segln género

Para el analisis de los aislamientos obtenidos segin el género con respecto al
método se determind la frecuencia de aparicion de cada uno de los géneros

aislados en cada método (Tablas No. 4y 5).

En el paramo de Cruz Verde se obtuvieron un total de ocho géneros con los
diferentes métodos de aislamiento, con un total de 64 aislamientos con los tres
métodos (Tabla No. 4).



Tabla No. 4: Relacién de géneros aislados del paramo de Cruz Verde

Método

Numero . Total
de Sii?aedrg: Dilucion Suelo Lavado

generos No.A | 9%No.A | No.A | 9No.A | No.A |oNo.A | NO.TA | o6TA
1 Aspergillus sp. 7| 18,42 3| 16,67 1] 12,50 11| 17,19
2 Eupenicillium sp. 1 2,63 1,56
3 Microsporum sp. 1 5,56 1,56
4 Paecilomyces sp. 1 2,63 1 1,56
5 Penicillium sp. 27| 71,05 14| 77,78 6| 75,00 47| 73,44

Sterigmatocystis

6 sp. 2,63 1,56
7 Rhizopus sp. 2,63 1,56
8 Trichoderma sp. 1| 12,50 1,56

Total Aislamientos por

Método 38 18 8 64

Total Géneros por Método 6 3 3 8

No.A: Numero de aislamientos (frecuencia de repeticiones de aislamientos del

mismo género).

%No0.A: Porcentaje del numero de aislamientos por género (suma total de

aislamientos de cada género/numero total de aislamientos en cada método).

No.TA: Numero total de aislamientos de cada género (suma total de aislamientos de

cada género en los tres métodos).

%TA: Porcentaje de incidencia de cada género (nimero de aislamientos de cada

genero/namero total de aislamientos obtenidos por los 3 métodos).

Asi mismo para el paramo de Guasca se determinaron diez géneros con los tres

métodos utilizados para el aislamiento, con un total de 65 aislamientos (Tabla No.

5).




Tabla No. 5: Relacién de géneros aislados del paramo de Guasca

Método
. . P Total
Géneros aislados Dilucién Suelo Lavado

No.A| %No.A |NO.A|%No.A [NO.A| %No.A |NO.TA | 9%TA
Alternaria sp. 1 3,45 1| 1,54
Aspergillus sp. 10 34,48 7| 43,75 7 35,00 24 136,92
Byssochlamys sp. 1 6,25 1| 1,54
Cladosporium sp. 1 3,45 1| 1,54
Curvularia sp. 1 3,45 1] 1,54
Emericella sp. 1 5,00 1] 1,54
Fusarium sp. 1 3,45 1] 1,54
Mucor sp. 1 5,00 1| 1,54
Paecilomyces sp. 1 6,25 2 10,00 3| 4,62
Penicillium sp. 15 51,72 7| 43,75 9 45,00 31]47,69
Total Aislamientos
por Método 29 16 20 65
Total Géneros por
Método 6 4 5 10

Los resultados obtenidos permiten observar que los géneros de mayor incidencia en
los dos paramos (Guasca y Cruz Verde) corresponden a Penicillium sp. y
Aspergillus sp. (Tablas 4 y 5), siendo estos los mas comunes en suelo segun Mayea
y colaboradores, 2001. En cuanto a Penicillium, se aislaron e identificaron una
amplia variedad de especies, como es el caso de Penicillium brevicompactum, P.
chrysogenum, P. crustosum y P. expansum (Tablas 4 y 5), que segin Comerio y
Cormack en el 2004, son propios de suelos de diferentes regiones del mundo, con
porcentajes de aislamientos que varian de 3.0 a 13%, haciendo uso de medios de
cultivo (MEA, CzA, Extracto de levadura) que proporcionen los requerimientos
nutricionales necesarios para la proliferacion de los mismos. Cabe destacar, que los
medios de cultivo empleados por Comerio y Cormack para el aislamiento fueron
semejantes a los utilizados en este estudio. Por otro lado, para el género Aspergillus
se demostré una vez mas la ubicuidad y la capacidad de crecer a diferentes

temperaturas sobre sustratos con diverso contenido de humedad, debido a que se



encontraron similares especies tanto en el paramo de Guasca como en el de Cruz
Verde. Asi mismo, en el estudio realizado por Khalid y colaboradores en el 2006, se
pudo evidenciar que estos dos géneros son los de mayor incidencia en suelo, muy
probablemente por la capacidad que tienen para producir una amplia gama de
antibioticos y micotoxinas que los protegen de otros organismos del suelo
dificultando el crecimiento de otras especies fungicas; asi como también el extenso

sistema enzimatico que poseen.

No obstante, se encontraron otros géneros en menor proporcién que también son
aislados de suelos con bastante frecuencia, como es el caso de Alternaria sp.,
Byssochlamys sp., Cladosporium sp., Curvularia sp., Fusarium sp., Emericella sp.,
Eupenicillium sp., Mucor sp., Paelocymeces sp., Rhizopus sp., Sterigmatocystis sp.
y Trichoderma sp (Tabla 4 y 5) (Sanchez y Romero, 2004; Martinez et al., 2005,
Khalid et al., 2006). Lo anterior demuestra que no sélo la distribucién en el suelo
influye en el porcentaje de incidencia o frecuencia de aparicion, sino también las
diversas caracteristicas fangicas como, la esporulacién, tasa de crecimiento, el
sistema enzimatico, los requerimientos nutricionales y la tolerancia a diversas
condiciones de estrés, los que hacen en un Ultima instancia ser los responsables del
porcentaje de aparicion de lo microorganismos en un ecosistema (Khalid et al.,
2006).

8.2.2 Géneros aislados en cada método

En la Tabla No. 6 y 7 se realizo el analisis de los métodos utilizados en el estudio
teniendo el cuenta el total de los aislamientos y géneros por método, el porcentaje
de cada uno de los géneros obtenidos y la sensibilidad de los tres métodos para
analizar cudl de éstos proporcioné mejores resultados en cuanto al aislamiento de

géneros.



Tabla No. 6: Analisis de métodos

Cruz Verde:

segun los géneros obtenidos en el paramo de

Método
P Total
Dilucién Suelo Lavado
Total Aislamientos por Método 38 18 8 64
Total Géneros por Método 6 3 3 8
% Aislamientos por Método 59,38 28,13 12,50 100
% Géneros aislados por Método 15,79 16,67 37,50
% Sensibilidad de Cada Método 75 37,50 37,50

% Aislamiento por Método: Total de aislamiento por método/total de aislamientos

% Geéneros aislados por cada Método: Numero de géneros por método/ndmero de
aislamientos por método

% Sensibilidad del Método: Relacion del porcentaje de géneros aislados en cada método

con el porcentaje de aislamientos por método.

Gracias a la utilizacién de los tres métodos se logré obtener para el paramo de Cruz
Verde un total de 64 aislamientos de cultivos puros correspondientes a 8 géneros,
de los cuales 6 pertenecen a la técnica de dilucion en placa, 3 a la técnica de
siembra directa de suelo y 3 a la técnica de lavado de suelo, teniendo en cuenta que

algunos géneros pueden estar presentes en diferentes técnicas (Tabla 6).

Tabla No. 7: Analisis de métodos segun los géneros obtenidos en el paramo de

Guasca
Método
Dilucion Suelo Lavado Total
Total Aislamientos por Método 29 16 20 65
Total Géneros por Método 6 4 5 10
% Aislamientos por Método 44,62 24,62 30,77 100
% Géneros aislados por Método 20,69 25 25
% Sensibilidad de Cada Método 40 26,67 33,33

Por otra parte, segun la Tabla No 6, en el paramo de Guasca se obtuvieron un total
de 65 aislamientos de cultivos puros correspondientes a 10 géneros, de los cuales 6

pertenecen a la técnica de dilucién en placa, 4 a la técnica de siembra directa de



suelo y 5 a la técnica de lavado de suelo, teniendo presente que algunos géneros

pueden estar presentes en diferentes técnicas.

8.2.3 Porcentaje de incidencia de los géneros aislados

Con base en los datos de las No. 4 y 5 se calculd el porcentaje de incidencia de
cada uno de los géneros aislados utilizando las tres técnicas para asi establecer el
género predominante dentro de las dos poblaciones de los paramos objeto de

estudio.

Segun la Figura No.22 en el paramo de Cruz Verde los géneros de mayor incidencia
con las diferentes técnicas utilizadas fueron: Penicilium sp. con un 73,44% vy
Aspergillus sp. con un 17,19%; y los de menor incidencia: Eupenicillium sp.,
Microsporum sp., Paecilomyces sp., Sterigmatocystis sp., Rhizopus sp. y

Trichoderma sp. con un 1,56% de incidencia.

Figura No. 22: Porcentaje de Incidencia de los Geéneros Aislados del Paramo de
Cruz Verde
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En el paramo de Guasca (Figura No. 23) los géneros de mayor incidencia fueron:
Penicillium sp. con un 47,69%, Aspergillus sp. con un 36,92% y Paecilomyces sp.
con un 4,62% y los de menor incidencia Alternaria sp., Byssochlamys sp.,
Cladosporium sp., Curvularia sp., Emericella sp., Fusarium sp. y Mucor sp. con un

porcentaje de incidencia del 1,54%.

Figura No. 23: Porcentaje de Incidencia de los Géneros Aislados del Paramo de

Guasca
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Los anteriores resultados coinciden con los obtenidos por Cabrera y Chitiva en el
2001, en el cual se aislaron e identificaron 18 géneros de hongos filamentosos del
suelo del paramo de Guasca y 45 especies. Asi mismo obtuvieron una mayor
incidencia de los géneros Penicillium sp. y Aspergillus sp. lo cual concuerda con lo

obtenido en el presente estudio para los dos paramos.

En cuanto al paramo de Guasca, ademas de los dos géneros mencionados
anteriormente, se encontraron también Alternaria sp., Curvularia sp., Emericella sp.,
Fusarium sp. y Paecilomyces sp.,lo que coincide con el estudio de Cabrera y
Chitiva, en el que se reportaron especies de éstos géneros. Esto indica que la

presencia de éstos microorganismos es tipica de éste paramo en particular. Sin



embargo en el presente estudio se aislaron ademas los géneros Byssochlamys sp.,
Cladosporium sp. y Mucor sp., géneros que no fueron reportados por Cabrera y
Chitiva en el 2001.

En un estudio posterior de Chitiva y colaboradores, 2002, de muestras de suelo y de
hojas de Espeletia killipii del paramo de Guasca y de hojas de Espeletia barclayana
del paramo El Tablazo, y Sdnchez y Romero en el 2004, en su estudio de hongos
asociados a Macleania rupestris en los paramos El Granizo y Guasca se aislaron
cepas pertenecientes a los géneros anteriormente descritos, a excepcién del género

Byssochlamys sp.

En el paramo de Cruz Verde se aislaron géneros que fueron encontrados también
en el estudio de Chitiva y colaboradores en el 2002. Estos son. Paecilomyces sp.,
Rhizopus sp., y Trichoderma sp. Estos resultados coinciden también, con lo
reportado por Gualdron y colaboradores en 1997, del paramo de Chisacé. Se
aislaron géneros como Eupenicillium sp., Microsporum sp. y Sterigmatocystis sp.,
gue no fueron reportados en anteriores trabajos lo que permite evidenciar la

diversidad fungica de los paramos.

8.2.4 Andlisis de los aislamientos obtenidos segun especies

Para el analisis de especies aisladas, se tuvo en cuenta el nimero de aislamientos
en cada uno de los paramos dependiendo del método utilizado. Asi mismo se
determind el porcentaje de incidencia de cada especie y se analizé la sensibilidad

de cada método en relacién con el nUmero de aislamientos y especies obtenidas.

8.2.4.1 Especies aisladas
Utilizando los tres métodos de aislamiento anteriormente descritos, se logré un total
de 129 aislamientos de colonias axénicas, de los cuales 65 corresponden al Paramo

de Guascay 64 al Paramo de Cruz Verde.

En el paramo de Guasca las 65 cepas axénicas corresponden a 42 especies
agrupadas en 10 géneros, mencionados anteriormente, los cudles estan distribuidos

segun el método utilizado (Ver tabla No. 8). En el paramo de Cruz Verde las 64



cepas aisladas corresponden a 43 especies agrupadas en 8 géneros (Ver tabla No.

9). No obstante, cabe destacar que algunas especies pueden estar presentes en

varios de los procedimientos.

Tabla No. 8 Andlisis de especies obtenidas segun el método de asilamiento en el

Paramo de Guasca

: METODO TOTAL
DILUCION | SUELO LAVADO
Total Aislamientos por Método 29 16 20 65
Total Especies por Método 24 12 6 42
% Aislamientos por Método 44,62 24,62 30,77 100
%Especies aisladas por Método 82,76 75 30
%Sensibilidad de cada Método 18,55 30,47 9,75

% Aislamiento por Método: Total de aislamiento por método/total de aislamientos

% Especies aislados por cada Método: NUumero de especies por método/nimero de

aislamientos por método

% Sensibilidad del Método: Relacién del porcentaje de géneros aislados en cada método

con el porcentaje de aislamientos por método.

Tabla No. 9: Andlisis de especies obtenidas segun el método de asilamiento en el

Paramo de Cruz Verde

: METODO TOTAL
DILUCION | SUELO LAVADO
Total Aislamientos por Método 38 18 8 64
Total Especies por Método 30 9 4 43
% Aislamientos por Método 59,38 28,13 12,50 100
%Especies aisladas por Método 78,95 50 50
%Sensibilidad de cada Método 13,30 17,78 40

En la técnica de dilucion en placa se obtuvo un mayor niumero de aislamientos,
debido a que se utilizaron medios enriquecidos y selectivos (adicion de
Cloramfenicol (400ppm) 0,05mg/mL) que permitieron obtener un estimativo de la
poblacion viable cultivable (Valencia, 1979). Asi mismo, segun Mueller y
colaboradores, 2004, es uno de los métodos mas utilizados por ser sencillo y rapido
para estimativos de la microcarga de suelos a estudiar y por ser uno de los métodos

que aisla mayor nimero de hongos esporulantes.



No obstante, la técnica de siembra directa de suelo proporciond una menor cantidad
de aislamientos de hongos filamentosos que en la técnica de dilucidon en placa,
debido a que la actividad metabdlica de los microorganismos que se encuentran en
estos ecosistemas es bastante lenta. Por consiguiente, para su recuperacion es
necesario realizar un pre-enriguecimiento que proporcione nutrientes y condiciones
necesarias que favorezcan y generen un ambiente propicio, para que su crecimiento
sea 6ptimo (Warcup, 1950). Lo anterior se debe a que los paramos presentan
condiciones ambientales extremas, como por ejemplo la alta presion osmoética,
suelos acidos, aire con menor densidad y humedad relativa, menor presion
atmosférica y baja temperatura, lo que imposibilita la adaptacién de las especies a
otros ambientes. Es decir, que para el procesamiento de las muestras se debe tener
en cuenta las condiciones en las cuales fueron tomadas las muestras de suelo.

Por el contrario, en la técnica de lavado de suelo se obtuvo un menor espectro de
aislamientos que con la técnica de siembra directa, ya que permitié la separacion de
los hongos de mayor y menor esporulacién, por el uso de filtros reteniendo los
micelios en estado activo y dejando pasar las esporas al ser de menor tamafio. Este
método resulto efectivo, debido a que posibilitd la obtencion de hongos que rara vez
aparecen en los métodos de dilucibn en placa, como son Emericella sp.,

Microsporum sp. y Curvularia sp.

Tabla No. 10: Relacién de especies aisladas por Método en el Paramo de Guasca

Método
. . S TOTAL
Género y posible especie Dilucion Suelo Lavado

NOA | %NCA | N°A | %N°A | NCA | %NCA | N°TA | %TA
Alternaria alternata 1 3,45 1 1,54
Aspergillus candidus 1 3,45 1 1,54
Aspergillus conicus 1 3,45 1 1,54
Aspergillus clavatus 1 3,45 1 1,54
Aspergillus flavus 3 | 10,34 2 10 5 7,69
Aspergillus fumigatus 1 3,45 2 12,5 3 15 6 9,23
Aspergillus humicola 1 6,25 1 5 2 3,08
Aspergillus oryzae 1 6,25 1 5 2 3,08
Aspergillus janus 1 3,45 1 1,54
Aspergillus terreus 1 6,25 1 1,54




Relacién de especies aisladas por Método en el Paramo de Guasca

Aspergillus terricola 1 6,25 1 1,54
Aspergillus versicolor 1 6,25 1 1,54
Aspergillus sydowii 1 3,45 1 1,54
Aspergillus wentii 1 3,45 1 1,54
Sphaerospermu 1 | 345 o
Byssochlamys fulva 1 6,25 1 1,54
Curvularia sativus 1 3,45 1 1,54
Emericella nidulans 1 5 1 1,54
Fusarium oxysporum 1 3,45 1 1,54
Mucor circinelloides 1 5 1 1,54
Paelocymeces lilacinus 1 6,25 1 5 2 3,08
Paecilomyces variotii 1 5 1 1,54
Penicillium aethiopicum 1 3,45 1 1,54
Penicillium biforme 1 3,45 1 1,54
Penicillium brevicompactum 1 5 1 1,54
Penicillium carneum 1 3,45 1 1,54
Penicillium chrysogenum 2 6,90 2 3,08
Penicillium citreovirens 2 6,90 2 3,08
Penicillium citrinum 1 3,45 1 1,54
Penicillium duclauxii 1 3,45 1 1,54
Penicillium expansum 2 10 2 3,08
Penicillium funiculosum 1 3,45 1 1,54
Penicillium frecuentans 1 6,25 1 5 2 3,08
Penicillium hirsutum 1 3,45 1 1,54
Penicillium herquei 1 3,45 1 1,54
Penicillium italicum 1 6,25 1 1,54
Penicillium nalgiovense 1 6,25 2 10 3 4,62
Penicillium oxalicum 2 6,90 2 3,08
Penicillium rugulosum 2 12,5 1 5 3 4,62
Penicillium spinulosum 1 3,45 1 1,54
Penicillium stoloniferum 2 12,5 1 5 3 4,62
Penicillium verruculosum 1 5 1 1,54

NCA: Numero de aislamientos (frecuencia de repeticiones de aislamientos de la misma
especie).
%NPA: Porcentaje del nimero de aislamientos por género (suma total de aislamientos de

cada especie/namero total de aislamientos en cada método).



N°TA: Numero total de aislamientos de cada especie (Suma total de aislamientos de cada
especie en los tres métodos).

%TA: Porcentaje de incidencia de cada especie (nimero de aislamientos de especie/niimero
total de aislamientos obtenidos por los 3 métodos).

% Aislamiento por Método: Total de aislamiento por método/total de aislamientos

% Especies aislados por cada Método: NUmero de especies por método/nimero de
aislamientos por método

% Sensibilidad del Método: Relacidn del porcentaje de especies aisladas en cada método

con el porcentaje de aislamientos por método.

Tabla No. 11: Relacion de especies aisladas por Método en el Paramo de Cruz
Verde

, . . Método TOTAL
Geénero y posible especie Dilucién Suelo Lavado

N°A 1 9%6NCA | N°A | o6NoA | N°A | 96NCA | N°TA | 96TA
Aspergillus aureolatus 1 5,56 1 1,56
Aspergillus flavipes 1 2,63 1 1,56
Aspergillus fumigatus 3 7,89 2 1111 1 |12,50 6 9,38
Aspergillus ochraceus 1 2,63 1 1,56
Aspergillus sydowii 1 2,63 1 1,56
Aspergillus ustus 1 2,63 1 1,56
Eupenicillium ornatum 1 2,63 1 1,56
Microsporum nanum 1 5,56 1 1,56
Penicillium spl. 1 2,63 1 1,56
Penicillium sp2. 1 5,56 1 1,56
Penicillium sp3. 1 5,56 1 1,56
Penicillium aculeatum 1 (12,50 1 1,56
Penicillium atramentosum 1 5,56 1 1,56
Penicillium baarnense 1 2,63 1 1,56
Penicillium brefeldianum 2 |11,11 | 1 |12,50 3 4,69
Penicillium claviforme 3 7,89 1 5,56 1 |12,50 5 7,81
Penicillium carneum 1 2,63 1 1,56
Penicillium corylophilum 1 2,63 1 1,56
Penicillium crustosum 1 2,63 1 5,56 2 3,13
Penicillium echinulatum 1 2,63 1 1,56
Penicillium ehrlichii 1 2,63 1 1,56
Penicillium egyptiacum 1 2,63 1 1,56
Penicillium funiculosum 1 2,63 1 5,56 1 (12,50 3 4,69
Penicillium implicatum 1 |12,50 1 1,56




Relacién de especies aisladas por Método en el Paramo de Cruz Verde

Penicillium islandicum 1 |12,50 1 1,56
Penicillium italicum 1 2,63 1 1,56
Penicillium javanicum 3 7,89 1 5,56 4 6,25
Penicillium levitum 1 2,63 1 1,56
Penicillium nalgiovense 1 2,63 1 1,56
Penicillium melinii 1 2,63 1 1,56
Penicillium miczynskii 2 5,26 2 | 11,11 4 6,25
Penicillium olsonii 1 2,63 1 1,56
Penicillium palitans 1 5,56 1 1,56
Penicillium piscarium 1 2,63 1 1,56
Penicillium simplicissimum 1 2,63 1 1,56
Penicillium striatum 1 5,56 1 1,56
Penicillium terlikowskii 2 5,26 2 3,13
Penicillium vinaceum 1 2,63 1 1,56
Penicillium viridicatum 1 5,56 1 1,56
Rhizopus oryzae 1 2,63 1 1,56
Sterigmatocystis versicolor 1 2,63 1 1,56
Trichoderma harzianum 1 |12,50 1 1,56

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se pudo confirmar que la poblacion
fungica objeto de investigacién aislada e identificada, corresponde a la microcarga
normal de suelos de paramos Colombianos segun lo reporta Chitiva y Cabrera en el
2001. Esto se debe a que las bajas temperaturas que se presentan en estos
ecosistemas, lo hacen propicio para ciertos microorganismos que puedan tolerarlo,
constituyéndose en un escenario oportuno para su proliferacién. Lo anterior hace
referencia a que los hongos paramunos presentan mecanismos de resistencia que
los hacen adaptarse a condiciones ambientales adversas. Segun Gadre y
colaboradores, 2003, uno de ellos es la capacidad de producir enzimas que se
adaptan al frio, teniendo una actividad a una temperatura inferior a los 20°C. Asi
mismo, estos organismos han desarrollado varias formas de adaptacion como
cambios estructurales a nivel de membrana, proteinas constitutivas y enzimas
(Gerday et al., 2000). En general, segun Gocheva y colaboradores, 2006, se pueden
resumir los mecanismos de adaptacion en tres: funcién de enzimas, transporte de

nutrientes y funcién de la membrana celular. Por consiguiente, se garantiza que los



hongos aislados de los dos paramos corresponden a estos ecosistemas y son

comunes en suelo, sin ser producto de contaminacion cruzada.

8.2.4.2 Porcentaje de incidencia de especies aisladas

Se calculé el porcentaje de incidencia de cada una de las especies aisladas con
relacién a los métodos de aislamiento, teniendo en cuenta los datos de la Tabla 10 y
11, con el fin de establecer el género y especie mas predominante dentro de la

poblacién fungica objeto de investigacién en cada uno de los paramos.

En la figura 24 se puede observar que las especies de mayor incidencia en el
Paramo de Guasca fueron Aspergillus fumigatus con 9.23% y Aspergillus flavus con
un 7.69%. Por el contrario, las especies de menor incidencia fueron Alternaria
alternata con 1.54% y Curvularia sativus, entre otras; que también hacen parte de
los hongos caracteristicos de suelo, pero en menor proporcion (Gaxiola y
Madinaveitia, 2007). Por el contrario, las especies de Aspergillus se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza, caracterizandose por ser un género
saprobio cosmopolita que se ha aislado practicamente de cualquier sustrato,
especialmente de suelo y materiales organicos en descomposicion (Aristegui, 2002).
Asi mismo, en el estudio realizado por Manguiaterra y colaboradores en el 2003, la
especie de mayor incidencia es Aspergillus fumigatus, debido a que puede crecer a
temperaturas entre los 12 y 45°C y puede desarrollarse con un minimo de aw de
0,85. En general, las especies mas frecuentes de Aspergillus aisladas de suelo son:

A. fumigatus, A. flavus y A. niger como lo reporta Torrenegra y Rueda en el 2005.
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Figura 24: Porcentaje de incidencia de las especies aisladas en el Paramo Guasca
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Los resultados obtenidos, permiten observar que las especies de mayor incidencia
en el Paramo de Cruz Verde fueron Aspergillus fumigatus con un 9.38% vy
Penicillium atramentosum con 7.81%. Las especies de menor incidencia fueron
Eupenicillium ornatum con 1.56% y Sterigmatocystis versicolor, entre otras (Figura
25).

Muchas de las especies aisladas de suelo en el presente estudio coinciden con las
reportadas por Chitiva y colaboradores, 2002, como son: Alternaria alternata,
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Curvularia sativus,
Paecilomyces lilacinus, Mucor circinelloides, Fusarium oxysporum, Rhizopus oryzae,
Trichoderma harzianum, Penicilium brevicompactum, Penicillium italicum y
Penicillium echinulatum entre otros. Asi mismo muchas de estas especies también

coinciden con los resultados del estudio de Gualdrén y colaboradores en 1997.

Lo anterior permite considerar los géneros y las especies mencionadas tipicos de
los ecosistemas paramos colombianos. Por otra parte las diferencias que se
presentan entre el presente estudio y trabajos realizados anteriormente, pueden
explicarse segun Gualdrén y colaboradores, 1997, debido a que la carga microbiana
en el mismo paramo varia de acuerdo con la vegetacion y el tipo de suelo, esto
permite deducir también que asi como la microflora varia en el mismo paramo, varia

segun el paramo estudiado.

Ademds, segun Pierson y Wight, 1991, la temperatura del suelo, que es menor a
mayor profundidad, siendo la maxima a 10 cm de profundidad de 5 a 8°C (Pérez,
1984), puede influenciar significativamente el crecimiento y desarrollo de una gran
variedad de organismos del suelo, explicando también las diferencias con

anteriores trabajos.



8.2.5 Comparacion de los métodos de aislamiento con relacion al numero de
géneros y especies aisladas

Para determinar cual de los métodos dde aislamiento de géneros y especies fue
mas efectivo, se comparo la sensibilidad de cada uno de estos. Los resultados se
graficaron en las figuras 26 Y 27.

Figura 26: Relacion del nUmero de géneros y especies con respecto al método de
aislamiento en el Paramo de Guasca
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Teniendo en cuenta la figura No. 26, en el paramo de Guasca, el método de dilucion
en placa arroj6é el mayor niumero de aislamientos en cuanto a género y especie,
seguido del método de siembra directa en suelo, debido a que este presentd un
namero mas alto de aislamientos y de especies. Contrario a esto, el lavado de suelo
no fue tan eficiente, esto se debe a que el objetivo de este procedimiento es retener
el micelio activo, lavando estructuras de menor tamafio como las esporas fungicas.
Esto mismo se evidenci6 en el paramo de Cruz Verde (Figura No. 27).



Figura 27: Relacion del numero de géneros y especies con respecto al método de

aislamiento en el Paramo de Cruz Verde
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8.3 Identificacion TaxonGmica

Gracias a los métodos de aislamiento anteriormente descritos, a partir de los suelos
de Paramos de Guasca y Cruz Verde en zonas cercanas a la vegetacién de
frailejones, se obtuvieron un total de 129 aislamientos a partir de los cultivos
axénicos, los cuales corresponden a 15 géneros con su respectiva especie, cuya
clasificacion se basé en la observacion de las colonias, caracteristicas
microscoépicas y la medicion de estructuras de cada una de las cepas utilizando el
Programa Motic 2.0 ® correlacionandolas con las claves taxondémicas.

Para cada cepa identificada, se muestran las caracteristicas macroscopicas y
microscopicas, el género, la posible especie y su respectiva foto macro y

microscopica que corresponde a la descripcién de cada especie.



8.3.1 Hongos Aislados de los Paramos de Guascay Cruz Verde
8.3.1.1 GENERO: Alternaria

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Clase: Euascomycetes

Orden: Pleosporales

Familia: Pleosporaceae

8.3.1.1.1 Alternaria alternata

Caracteristicas macroscopicas

Colonias que alcanzan 4.5 cm de diametro en medio PDA. De apariencia
algodonosa, color crema-grisaceo en la parte joven, en el centro se oscurece a café-

amarillo. Reverso amarillo-grisadceo. No presenta exudacion.

Caracteristicas microscopicas

Conidioforos con 1 a 3 septos, simples o algunas veces ramificados, rectos o
flexibles; con uno o algunos poros apicales, 50 x 3.0-6.0 um. Los conidiéforos y
conidios se observan de color café-amarillos. Conidios largos, algunas veces
ovoides o elipsoides. Se observa la caracteristica forma de una granada, presenta
un poro basal, picos cortos y conicos, de paredes lisas, con aproximadamente 8

septos transversales y en menor cantidad longitudinales.

Figura 28: Alternaria alternata. 28a Alternaria alternata en medio PDA (7 Dias).
28b. Alternaria alternata microscopicamente 100X

Fuente: Autores



8.3.1.2 GENERO: Aspergillus
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Orden: Eurotiales

Familia: Trichomaceae

8.3.1.2.1 Aspergillus aureolatus
Caracteristicas macroscoépicas
Colonias en agar Czapeck a 25°C de color verde-grisaceo, textura pulverulenta, que
con la edad se torna de color amarillo claro. Micelio joven blanco-grisaceo de tipo
algodonoso. Reverso crema con centro gris-verdoso. Colonia ovalada, borde

irregular. No presenta exudacion.

Caracteristicas microscopicas

Cabeza conidial radial. Conidioforos hialinos, de paredes lisas. Vesiculas globosas,
12.5- 16 um en diametro. Las fidlides crecen a menudo sobre las métulas, 4-0-6.0 x
2.0 um. Métulas delgadas, 4.5-8.0 x 2.0-2.5 pm, hialinas. Conidios globosos a
subglobosos, de color gris verdoso, 3.0 -4.0 pm.

Figura 29: Aspergillus aureolatus. 29a. Aspergillus aureolatus en medio PDA de 5 a
7 dias. 29b. Aspergillus aureolatus microscépicamente 100X
Fuente: Autores



8.3.1.2.2 Aspergillus candidus
Caracteristicas macroscoépicas
Las colonias en agar Czapek a 25°C alcanzan un diametro de 5.5 cm en 7 dias.
Micelio algodonoso de color blanco, crema-amarillo con la edad; borde regular,
colonia redonda. Reverso no coloreado. Colonia levantada formando circulos

radiales, de textura algodonosa. No presenta exudacion.

Caracteristicas microscopicas
Conidiéforo hialino de paredes lisas, 5.0-10 um de diametro. Vesicula globosa, 10-

20 um um de diametro. Algunas fialides (5-8.0 x 2.5-3.5 um) crecen directamente

sobre la vesicula, y ademas sobre las métulas. Métulas 5-8.0 x 2-3.0 um. Conidios
globosos a subglobosos, 3.5 - 4.0 um de didmetro, hialinos.

Vs
A
Figura 30: Aspergillus candidus. 30a.Aspergillus candidus en medio Sabouraud (7 dias).

30b. Aspergillus candidus microscépicamente 100X
Fuente: Autores



8.3.1.2.3 Aspergillus conicus

Caracteristicas macroscépicas

Colonias de crecimiento moderado (2.15 cm a 25°C en 7 dias), formando una masa
algodonosa y pulverulenta, de margen irregular sumergido, verde-gris a verde

oscuro. Reverso crema verdoso. No presenta exudacion.

Caracteristicas microscopicas

Cabezas conidiales de forma columnar. Conidiéforos cortos, de paredes lisas,
hialinos (50-75 um). Vesiculas subesféricas hasta de 20 um de diametro. Fialides
cortas (5-8 x 2.0-4.0 pm). Conidios globosos y elipticos, 3.0-3.5 pum, lisos, verde

claro en masas.

Figura 31: Aspergillus conicus. 31a. Aspergillus conicus en medio Czapek (CzA)
7 dias. 31b. Aspergillus conicus microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.3.1.2.4 Aspergillus clavatus

Caracteristicas macroscopicas

Las colonias en agar Czapek a 25°C alcanzan un didmetro de 3,5 cm en 7 dias.
Micelio verde-azul a verde oscuras y grisaceas, con textura pulverulenta. En la zona
mas joven es blanca de textura algodonosa. Reverso amarillo-café claro. No
presenta exudacién. Colonia redonda con borde irregular.

Caracteristicas microscépicas

Conidioforos largos, de paredes lisas, hialinos. Cabezas conidiales clavadas
usualmente divididos dentro de algunas columnas divergentes, cominmente de 20-
40 um de didmetro. Las fialides crecen directamente sobre las vesiculas, variando
de tamafio (7-8.0 x 2-3.0 um). Conidios globosos que se aglomeran en masas, 3.0-

4.5 x 2.5-4.5 uym, de color verde claro.

Figura 32: Aspergillus clavatus. 32a. Aspergillus clavatus en medio Czapek (CzA)
7 dias. 32b. Aspergillus clavatus microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.3.1.2.5 Aspergillus flavipes

Caracteristicas macroscoépicas

Colonias en agar Czapek al principio blancas, posteriormente amarillas con textura
pulverulenta. Reverso de la colonia crema amarillento y café oscuro en el centro. No
presenta exudado, colonia de borde irregular y redonda. La colonia alcanza un

diadmetro de 2.5 cm a los 6 dias.

Caracteristicas microscopicas
Presenta conidiéforos (65-70x5.4 um) de paredes lisas, vesiculas subglobosas de
15-20 um de didmetro, fidlides nacen sobre las métulas, 6.4-7 x 2.0 um, Métulas 8.2

X 2.4 um. Conidios 2.7 o0 3.0 um, lisos, subglobosos e incoloros.

Figura 33: Aspergillus flavipes. 33a. Aspergillus flavipes en medio Czapek (CzA)
6 dias. 33b. Aspergillus flavipes microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.3.1.2.6 Aspergillus flavus

Caracteristicas macroscépicas

Las colonias sobre agar Czapek alcanzan un diametro de 3,5 cm dentro de 7 dias,
a 25°C. Usualmente consisten de micelio verde-amarillo, verde claro y oscuro de
textura pulverulenta. Margen de la colonia de color blanco, textura algodonosa.

Reverso verde-crema oscuro. No presenta exudacion.

Caracteristicas microscopicas

Conidiéforos hialinos, ligeramente rugosos. Vesicula globosa a subglobosa, 20-35
pum de diametro. Las fialides (6-10 x 4.0-5.5 um) crecen directamente sobre la
vesicula o sobre las métulas. Métulas 6.5-10 x 3-5.0 um. Conidios globosos a

subglobosos, 3.4 um de diametro, de color verde claro.

Figura34: Aspergillus flavus. 34a. Aspergillus flavus en medio Czapek (CzA)
7 dias. 34b. Aspergillus flavus microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.3.1.2.7 Aspergillus fumigatus
Caracteristicas macroscoépicas
Las colonias en agar Czapek son aterciopeladas de color verde a verde oscuro,
alcanzan un diametro de 3-5 cm en 7 dias a 25°C. Reverso incoloro a amarillo.

Presenta exudacion, pequefias gotas incoloras.

Caracteristicas microscopicas
Conidiéforos cortos, de paredes lisas con cabezas conidiales columnares y
uniseriadas. Fialides generalmente 6-8 x 2-3 um, aglomeradas, conidios de color

verde oscuro en masa, globosos a subglobosos, 2,5 — 3 um de diametro.

Figura 35: Aspergillus fumigatus.35a. Aspergillus fumigatus en medio PDA

15 dias. 35b. Aspergillus fumigatus microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.3.1.2.8 Cepa: Aspergillus humicola

Caracteristicas macroscoépicas

Colonias al principio blancas, pasando por tonalidades de color gris a gris verdoso.
Reverso blanco-amarillo. Colonia aterciopelada en las margenes y vellosa hacia el

centro. Colonia redonda con borde irregular. No presenta exudacion.

Caracteristicas microscépicas

Conidiéforos cortos (70 um de largo en promedio), paredes lisas, de color verde
claro. Vesiculas radiales 9.0-15 um de diametro. Fialides crecen sobre las métulas,
3.6-5.4 x 1.8-2.0 ym. Métulas en forma de botella, 3.8 x 1.8 um; las métulas y las
fidlides son casi de igual longitud. Conidios globosos y elipticos en cadenas

divergentes, 2-3 um de diametro, color verde.

Figura 36: Aspergillus humicola.36a. Aspergillus humicola en medio Czapek (CzA)
7 dias. 36b. Aspergillus humicola microscépicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.2.9 Aspergillus ochraceus
Caracteristicas macroscoépicas
Las colonias en agar Czapek a 25°C alcanzan un diametro de 2.65 cm a los 7 dias.
Colonias con matices de color ocre, amarillo-naranja de textura pulverulenta con
borde blanco. Reverso crema-amarillo con café claro en el centro. No presenta

exudado, colonia redonda con borde irregular.

Caracteristicas microscopicas

Usualmente consiste de una vesicula globosa, hialina hasta de 60 um de diametro.
Fidlides crecen sobre métulas, 11 x 2.0 ym. Métulas 15 x 5.0-5.5 um. Conidios
globosos a subglobosos, 3.5-5.0 um de diametro, de color amarillo, hialino o verdes,

espinulados.

Figura 37: Aspergillus ochraceus. 37a. Aspergillus ochraceus en medio Czapek (CzA)
7 dias. 37b. Aspergillus ochraceus microscépicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.2.10 Aspergillus oryzae

Caracteristicas macroscoépicas

Las colonias en agar Czapek alcanzan un diametro de 2.5 cm en 7 dias. Superficie
densamente aterciopelada, verde claro-amarillo. Micelio joven de color blanco,

textura algodonosa. Reverso blanco-crema. No presenta exudacion.

Caracteristicas microscépicas

Conidiéforos de paredes rugosas, hialinos. Vesiculas subglobosa 40-80 um de
didmetro. Las fidlides a menudo crecen sobre las vesiculas o sobre las métulas,
midiendo 10-15 x 3-5.0 um. Métulas 8.0-12 x 4.0-5.0 um. Conidios globosos a

subglobosos 3.5-4.0 um, de color verde.

Figura 38: Aspergillus oryzae.38a. Aspergillus oryzae en medio Czapek (CzA)
7 dias. 38b. Aspergillus oryzae microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.2.11 Aspergillus janus

Caracteristicas macroscoépicas

Las colonias en agar Czapek a 25°C, alcanzan un diametro de 2.5-3.0 cm en 7 dias.
Micelio de color verde grisaceo intenso, de contextura rigida. Micélio joven de color
blanco de textura algodonosa. Reverso crema-naranja café claro. Presenta

exudacion café brillante.

Caracteristicas microscépicas

Conidiéforo hialinos, algunas veces coloreados de verde-azul. Cabeza biseriada,
vesicula globosa, hialina, 15-20 um de didmetro. Las fialides crecen sobre las
métulas, 5.5 x 2.5 ym. Métulas 4-7.0 x 2.0-3.5 um. Conidios globosos 2.5-3.0 um de

didmetro, de color verde-café.

Figura39: Aspergillus janus. 39a. Aspergillus janus en medio Czapek (CzA)
7 dias. 39b. Aspergillus janus microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.2.12 Aspergillus sydowii

Caracteristicas macroscoépicas

Las colonias en agar Czapek son aterciopeladas de color verde azuloso, alcanzan
un diametro de 3-4 cm en 15 dias a 25°C. Reverso de color rojo a café. Presenta

exudacién como gotas rosadas.

Caracteristicas microscopicas
Conidiéforos de paredes lisas, incoloros con cabezas conidiales radiadas y
biseriadas, vesiculas 12-20 um de diametro. Fidlides 6-10 x 2-3,5 um, métula 6-7 x

2-3,5 pum, conidios globosos 3 - 4 um de didmetro.

Figura 40: Aspergillus sydowii 40a. Aspergillus sydowii en medio Czapeck

15 dias. 40b. Aspergillus sydowii microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.2.13 Aspergillus terreus

Caracteristicas macroscoépicas

Las colonias en agar Czapek de color rosado parduzco, aterciopeladas, alcanzan un
diametro de 3,5-5 cm en 7 dias a 25°C. Reverso amarillo torndndose café. Exudado

incoloro, produce pigmento amarillo difusible en el medio.

Caracteristicas microscopicas
Cabezas conidiales columnares, conidioforos lisos hialinos. Vesicula subglobosa de
10 — 20 um de didmetro, métula 5-7 x 1,5-2 y fidlides de 5-7 x 1,5-2 um. Conidios

hialinos a amarillentos, globosos 1,5-2,5 pum de diametro.

Figura 41: Aspergillus terreus 4la. Aspergillus terreus en medio Czapeck

15 dias. 41b. Aspergillus terreus microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.2.14 Aspergillus terricola
Caracteristicas macroscoépicas
Crecen rapidamente, 4.0-4.5 cm en 7 dias en agar Czapek. La superficie de la
colonia es algdonosa de color blanco. Con la edad se torna amarillo-dorado de

textura pulverulenta. No presenta exudacion. Reverso amarillo palido.

Caracteristicas microscépicas

Conidiéforo de paredes lisas, hialino. Vesicula subglobosa, 15-20 um en diametro.
Métulas en forma de botella, 7-15 x 4.5-8.0 um de didmetro, con cadenas conidiales
largas, ligeramente separadas. Conidios globosos a subglobosos, color amarillo-
dorado, después café, extremadamente variable en tamafio, 4.5-6.5 um, asperos
debido a los bordes irregularmente ramificados de una sustancia colorante amarilla

o café que se encuentra entre las paredes interior y exterior.

Figura 42: Aspergillus terricola. 42a. Aspergillus terricola en medio PDA de 5 a
7 dias. 42b. Aspergillus terricola microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.2.15 Aspergillus ustus

Caracteristicas macroscoépicas

Colonias en PDA a 25°C blancas a grises algodonosas-pulverulentas, en el centro
amarillo café grisaceo de textura pulverulenta, pero nunca de color verde. Reverso
con matices de color amarillo a naranja y café. Presenta exudado incoloro. Alcanzan

un diametro de 2.5 cm a los 7 dias.

Caracteristicas microscopicas

Presenta vesiculas de 15-20 um, semiesféricas a casi columnares, hialinas, lisas.
Fidlides incoloras 6.8 x 2.9 cm. Métulas 7-9 x 2.0-2.5 cm. Conidios globosos, 3.8-4.0
pum de diametro, en cadenas, formando columnas relativamente compactas, de color

verde, traslicidos y espinulados.

Figura 43: Aspergillus ustus. 43a. Aspergillus ustus en medio PDA
7 dias. 43b. Aspergillus ustus microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.2.16 Aspergillus versicolor

Caracteristicas macroscoépicas

Colonias en agar Czapek aterciopeladas, de color blanco con diferentes tonalidades
de amarillo, amarillo-naranja hasta amarillo verdosos, alcanzan un diametro de 2-3
cm en 15 dias a 25°C. Reverso incoloro, amarillo, naranja o rosado. Exudado
incoloro.

Caracteristicas microscopicas
Conidiéforos hialinos o ligeramente pigmentados, vesiculas de 12 - 16 um de
diametro. Fidlides 5.5-8 x 2,5-3 um, métula 5-7,5 x 2-2,5 pm, conidios globosos,

rugosos, 2-3,5 um de diametro.

Figura 44: Aspergillus versicolor 44a. Aspergillus versicolor en medio Czapeck

7 dias. 44b. Aspergillus versicolor microscopicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.2.17 Aspergillus wentii

Caracteristicas macroscoépicas

Las colonias en agar Czapek a 25°C, crecen lentamente, alcanzando un diametro
de 2 cm en 7 dias. Superficie algodonosa, blanco-crema a café-amarillo, surcadas
de manera radial, con el area central mas levantada. Reverso blanco-crema con

centro negro. No presenta exudaciéon. Colonia ovalada con borde regular.

Caracteristicas microscopicas
Conidiéforos hialinos de paredes lisas. Vesicula globosa 60-80 um de diametro. Las
fillides crecen sobre las métulas; 10-20 x 3.0-5.0 um, métulas 6.0-8.0 x 2.5-3.0 um.

Conidios globosos y subglobosos amarillo-verdoso, 4.0-4.5 pum.

Figura 45: Aspergillus wentii. 45a. Aspergillus wentii en medio Czapek (CzA)
7 dias. 45b. Aspergillus wentii microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.3 GENERO: Byssochlamys
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Clase: Ascomycetes

Orden: Eurotiales

Familia: Trichocomaceae

8.2.1.3.1 Byssochlamys fulva

Caracteristicas macroscoépicas

Las colonias en agar Czapeck son aterciopeladas con hifas aglomeradas, de color
blanco a café palido, alcanzan un diametro de 3,5-4 cm en 7 dias a 25°C Reverso

color amarillo hasta café. Exudado presente en forma de gotas incoloras.

Caracteristicas microscopicas

Conidioforos de longitud variable, las fidlides nacen en grupos de 2 a 5 en métulas
cortas, con una porcion basal cilindrica de 12.5-17 x 2.5-3.5 um, con un cuello de 3-
8.5 um de largo y 1-1.2 um de ancho. Conidios cilindricos, 4-9 x 2-2,5 pum.

Figura 46: Byssochlamys fulva. 46a. Byssochlamys fulva en medio Czapeck
7 dias. 46b. Byssochlamys fulva microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.4 GENERO: Cladosporium
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Clase: Ascomycetes

Orden: Dothideales

Familia: Mycosphaerellaceae

8.2.1.4.1 Cladosporium sphaerospermum
Caracteristicas macroscoépicas
Las colonias en agar PDA alcanzan un diametro de 2- 4,5 cm en 7 dias a 25°C, de

color café, aterciopeladas. Reverso color café a negro. No presenta exudado.

Caracteristicas microscopicas
Conidiéforos de 3-5 ym de ancho, de color café palido y superficie lisa. Poseen
ramoconidios sin o con septos de pared lisa o verrugosa. Los conidios tienen pared

verrugosa de color marrén, subglobosos de 3-7 x 2-4.5 um.

Figura 47: Cladosporium sphaerospermum. 47a. Cladosporium sphaerospermum

en medio Czapeck 7 dias. 47b. Cladosporium sphaerospermum
microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.5 GENERO: Curvularia
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Clase: Euascomycetes
Orden: Pleosporales

Familia: Pleosporaceae

8.2.1.5.1 Curvularia sativus

Caracteristicas macroscoépicas

Las colonias alcanzan un rapido crecimiento en agar Czapek a 25°C, 5.0 cm de
didmetro en 7 dias. Color café oliva que luego pasa a ser negro grisaceo. Reverso

de color negro. No presenta exudacion.

Caracteristicas microscopicas
Conidiéforos erectos, ondulados y septados. Conidios elipsoidales, agrupados en
pares, aconados hacia los extremos, finalmente curvados, de color café oscuro,

paredes lisas, con septos distales.

Figura 48: Curvularia sativus. 48a. Curvularia sativus en medio Czapek (CzA)
7 dias. 48b. Curvularia sativus microscépicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.6 GENERO: Eupenicillium
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Clase: Ascomycetes

Orden: Eurotiales

Familia: Trichocomaceae

8.2.1.6.1 Eupenicillium ornatum
Caracteristicas macroscopicas
Las colonias en agar Czapeck son aterciopeladas de color blanco a amarillo, las
areas conidiales son de color verde, alcanzan un didmetro de 2-4 cm en 15 dias a
25°C. Reverso color amarillo. No presenta exudado. Sinénimo: Eupenicillium

ochrosalmoneum.

Caracteristicas microscopicas

Conidioforos irregulares de paredes lisas, monoverticilados, de 2 a 4 métulas 7-15 x
1,5-2,5 pm, fidlides 7-11 x 2 — 2,5 ym. Conidios de paredes lisas, globosos a
subglobosos, de 2,2-3,5 x 2-3 um de diametro.

-
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Figura 49: Eupenicillium ornatum. 49a. Eupenicillium ornatum en medio Czapeck

7 dias. 49b. Eupenicillium ornatum microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.7 GENERO: Emericella
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Clase: Ascomycetes

Orden: Eurotiales

Familia: Trichocomaceae

8.2.1.7.1 Emericella nidulans

Caracteristicas macroscopicas

Las colonias en agar PDA son de color verde oscuro con areas amarillas y blancas,
aterciopeladas, alcanzan un diametro de 2-4 cm en 15 dias a 25°C. Reverso color

amarillo oscuro. Exudado inicialmente incoloro con el tiempo color negro.

Caracteristicas microscopicas

Cabezas conidiales columnares, conidiéforos de paredes lisas, de color café 60-130
X 2,5-3 pum, vesiculas de 8-10 um de diametro, biseriados. Métulas 5-6 x 2-3 um,
fillides 5-6 x 2-2,5 um. Conidios globosos, asperos de 3-3,5 um de didmetro.

Figura 50: Emericella nidulans. 50a. Emericella nidulans en medio PDA

7 dias. 50b. Emericella nidulans microscopicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.8 GENERO: Fusarium
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Clase: Ascomycetes
Orden: Hypocreales

Familia: Hypocreaceae

8.2.1.8.1 Fusarium oxysporum
Caracteristicas macroscopicas
Las colonias en agar PDA alcanzan un didametro de 3-5,5 cm en 7 dias a 25°C,
aterciopeladas de color blanco amarillento con tono rosado. Reverso amarillo o con

colores purpura.

Caracteristicas microscopicas

Conidioforos aseptados o con septos. Microconidios de 0 a 2 septos, abundantes,
variables en forma y tamafo, ovales-elipsoidales a cilindricos, 5-12 x 2,2-3,5 pum.
Macroconidios con 3 a 5 septos, fusiformes, ligeramente curvos, 27-50 x 3-5 pm.

Figura 51: Fusarium oxysporum. 51a. Fusarium oxysporum en medio Czapeck

7 dias. 51b. Fusarium oxysporummicroscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.9 GENERO: Microsporum

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Clase: Eurotiomycetidae
Orden: Onygenales

Familia: Arthrodermataceae

8.2.1.9.1 Microsporum nanum

Caracteristicas macroscopicas

Colonias en agar Czapeck planas, de color crema o marron, aterciopeladas con una
textura pulverulenta en la superficie. Alcanzan un didmetro de 5-7cm en 7 dias a

25°C. Reverso de color parduzco.

Caracteristicas microscopicas

Macroconidios numerosos, con 1 a 3 células, en su mayoria 2 células, con paredes
delgadas y equinuladas que nacen en los conidiéforo, ovales y en forma de pera,
12-18 x 5.0-7.5 pm.
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Figura 52: Microsporum nanum. 52a. Microsporum nanum en medio Czapeck

7 dias. 52b. Microsporum nanum microscépicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.10 GENERO: Mucor
Reino: Fungi

Phylum: Zygomycota
Clase: Zygomycetes
Orden: Mucorales

Familia: Mucoracea

8.2.1.10.1 Mucor circinelloides
Caracteristicas macroscoépicas
Las colonias son de color crema grisaceo a amarillo café palido, de tipo algodonoso,
alcanzan un diametro de 6-9 cm en 7 dias a 25°C. Crecimiento aéreo abundante
compuesto de largos y cortos esporangioforos. Reverso incoloro. No presenta

exudacion.

Caracteristicas microscopicas

Esporangioforos hialinos-café claro, de paredes con finas inscrustaciones. Tallos
largos sin ramificar y tallos largos ramificados de forma simpodial que en ocasiones
se curvan hacia abajo. Columnela ovoide a elipsoidal, gris-café oscuro, 30-50 um de
diametro. Las esporangiosporas son de tipo elipsoidal, de paredes lisas, 4.4-6.8 x
3.7-4.7 um, color gris verdoso.

Figura 53: Mucor circinelloides. 53a. Mucor circinelloides en medio Czapek (CzA)
7 dias. 53b. Mucor circinelloides microscépicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.11 GENERO: Paecilomyces
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Orden: Eurotiales

Familia: Trichocomaceae

8.2.1.11.1 Paecilomyces ehrlichii

Caracteristicas macroscoépicas

Colonias en agar Czapek de crecimiento lento y limitado, alcanzando un diametro de
2.05 cm en 7 dias a 25°C, con borde irregular. Colonia redonda, blanca algodonosa
con centro en relieve. Reverso de la colonia incoloro con matices de color amarillo.

No presenta exudacion.

Caracteristicas microscopicas
Conidioforo de paredes rugosas, hialinas que se dividen en 2 ramas las cuales se
ven apresadas contra el eje y luego son ligeramente divergentes. Producen cadenas
cortas de conidios elipticos, 3.5 x 3.0 um, con los extremos puntiagudos, de paredes
lisas. Presenta fialides en grupos de 2 a 3, notablemente diferentes, 10-15 x 3.5-4.0
pum, con apices relativamente largos y angostos.

a. b.

Figura 54: Paecilomyces ehrlichii. 54a. Paecilomyces ehrlichii en medio Czapek (CzA) 7
dias. 54b. Paecilomyces ehrlichii microscépicamente 100X. Fuente: Autores



8.2.1.11.2 Paelocymeces lilacinus

Caracteristicas macroscoépicas

Colonias de crecimiento moderado, alcanzan un diametro de 2.5 a 3.0 cm en medio
Czapek (7 dias a 25°C). Colonias de superficie vellosas, aterciopeladas, con colores
verdes (gris-verdoso, verde claro y verde oscuro). Presenta exudado color amarillo

brillante.

Caracteristicas microscépicas

Presenta conidiéforos tabicados de paredes lisas y ramificados en sus extremos
(triverticilado a cuatrivertilido), con métulas usualmente cortas (6-8.0 x 2.5-3.0 um) y
fidlides con el apice puntiagudo de 5.0-6.0 x 2.0 um, de dénde nacen los conidios
lisos 0 equinulados, elipsoidales de 2.5-3.5 um, formando cadenas, sin ramificar,

con aspecto caracteristico de pincel.

Figura 55:. Paelocymeces lilacinus. 55 a. Paelocymeces lilacinus en medio PDAde5a7
dias. 55b. Paelocymeces lilacinus microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.11.3 Paecilomyces variotii
Caracteristicas macroscoépicas
Las colonias en agar Czapeck son aterciopeladas de color blanco que con el tiempo
desarrolla color verde oliva, alcanzan un diametro de 5-8 cm en 7 dias a 25°C.

Reverso incoloro hasta naranja. Exudado presente como gotas incoloras.

Caracteristicas microscopicas

Conidioforos terminando en grupos de 1 a 6 fialides. Fidlides de tamafio y forma
variable, 9-32 x 2,5-6 um, cilindricas a elipsoidales en la parte inferior, con un cuello
de 1-2 um de ancho. Conidios de paredes lisas, elipsoidales a cilindricos, variables

en tamafio, 5-7 x 2,5-3 pm.

Figura 56: Paecilomyces variotii. 56a. Paecilomyces variotii en medio Czapeck
7 dias. 56b. Paecilomyces variotii microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12 GENERO: Penicillium
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Orden: Eurotiales

Familia: Trichomaceae

8.2.1.12.1 Cepa: Penicillium spl. (CV15Nd)

Caracteristicas macroscoépicas

Las colonias en agar Czapek crecen muy lentamente, alcanzan un diametro de 1.6
cm en 7 dias. Borde relativamente ancho de color blanco, con textura algodonosa.
La superficie de la colonia se torna de color verde azulado, cambiando después a un
color mas oscuro con la edad (verde oscuro y verde oliva), con la zona central mas
levantada por la acumulacion de esporas y surcada radialmente de manera
profunda, con textura pulverulenta. Reverso de la colonia blanco amarillento a
verde claro con centro café. No presenta exudacion.

Caracteristicas microscopicas

Conidioforos de paredes lisas y gruesas. Cuatriverticilado. Métulas ensanchadas, 12
x 3.1 um. Fidlides en grupos de 3 a 6, de forma cilindrica, con el apice inflado, 8.0 x
2.7-3.0 um. Conidios globosos a subglobosos, 2.5-4.0 x 2.2-2.7 um, formando
cadenas cortas y divergentes.

Figura 57: Penicillium spl. 57a. Penicillium spl. en medio Czapek (CzA)

7 dias. 57b. Penicillium spl. microscopicamente 100X. Fuente: Autores.



8.2.1.12.2 Penicillium sp2. (CV16Sd)

Caracteristicas macroscépicas

Crecimiento lento en agar Czapek a 25°C, alcanzan un diametro de 1.5 cm en 9
dias. Colonias de tipo algodonoso, de color gris a verde grisaceo. El area central es
mas levantada por la acumulacion de esporas. Reverso crema verdoso y borde

blanco. Colonia ovalada con borde irregular. No presenta exudacién.

Caracteristicas microscopicas

Presenta conidiéforos cortos, hialinos, de paredes rugosas, tabicado, con un
didmetro de 3.2 um. Con métulas adelgazadas, 13 x 3.3 um. Fialides con el apice
puntiagudo, (7.4 x 2.8 um,) en grupos de 2 a 3. Conidios hialinos y verde azuloso

en masa, 4.3 x 3.4 um, globosos a subglobosos, espinulados, de paredes gruesas.

Figura 58: Penicillium sp2. 58a. Penicillium sp2. en medio Czapek (CzA)
7 dias. 58b. Penicillium sp2. microscdpicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.12.3 Penicillium sp3. (CV29NSs)

Caracteristicas macroscépicas

Colonias en medio Czapek, de crecimiento rapido, alcanzan un didmetro de 2.85 cm
en 7 dias a 25°C. Colonia pulverulenta café claro, verde oscuro y borde blanco de
tipo algodonoso. Reverso verde amarilloso con tonalidades parduzcas en el centro
y blancuzcas en el borde. El medio se torna amarillo claro por produccién de
pigmentos. Colonia ovalada, con borde irregular. Presenta exudacion de color

negro.

Caracteristicas microscopicas

Conidiéforos cortos, hialinos, de paredes lisas, 3.8 um de diametro. Triverticilado.
Métulas ensanchadas, en forma de botella, 15 x 3.35 um. Presenta fialides con el
apice puntiagudo, en grupos de 3 a 4, 10.9 x 2.76 um. Conidios verde claro,
globosos, espinulados, 3.9 um de ancho.

Figura 59: Penicillium sp3. 59a. Penicillium sp3. en medio Czapek (CzA)
7 dias. 59b. Penicillium sp3. microscépicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.4 Penicillium aculeatum

Caracteristicas macroscoépicas

Colonias en agar Czapek de crecimiento lento y reducido, alcanzando un diametro
de 1.9 cm en 7 dias a 25°C. Colonia de color amarillo, verde claro, blanco de textura
pulverulenta. Borde amarillo algodonoso. Reverso verde claro, café amarillento en el
centro. El medio se torna amarillo con el tiempo por produccién de pigmentos.

Presenta exudacion abundante de color transparente.

Caracteristicas microscopicas

El tamafio de los conidioforos varia de 50-100x3.0-3.5 um. Biverticilado. Fiélides 7-
9x3.0-3.5 pm, algo hinchadas. Métulas 13x3.1-4.0 pm. Conidios globosos a
subglobosos, de color verde, producidos en cadenas ligeramente paralelas o

entrelazadas, 3.4-4.0 pm.

Figura 60: Penicillium aculeatum. 60a. Penicililum aculeatum en medio Czapek (CzA)
7 dias. 60b. Penicillium aculeatum microscépicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.5 Penicillium aethiopicum

Caracteristicas macroscoépicas

Las colonias en agar Czapeck a 25°C crecen de forma rapida. Superficie de la
colonia de color gris verdosa a verde oscuro, granulado o pulverulento. Micelio joven
blanco grisaceo de textura algodonosa. Reverso crema-amarillo. Exudacién

abundante, color amatrillo claro.

Caracteristicas microscopicas

Conidiéforos de paredes lisas, hialino. Estructura triverticilada a cuatriverticilada.
Conidios globosos y subglobosos, 3.1-4.5 pym. Fialides 7.9-11.7 x 2.2-3.5 pm.
Métulas cilindricas, de paredes rugosas, 8.5-18.8 x 2.4-4.5 ym. Ramas, 9.8-24.9 x

2.9-4.8 um. No presenta esclerécios.

Figura 61: Penicillium aethiopicum. 61a. Penicillium aethiopicum en medio Czapek (CzA) 7
dias. 61b. Penicillium aethiopicum microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.6 Penicillium atramentosum

Caracteristicas macroscépicas

Las colonias en agar Czapek a 25°C crecen de manera moderada, alcanzan un
didmetro de 2.7-3 cm en 7 dias. Superficie de la colonia algodonosa con tonalidad
blanco a crema. Reverso de la colonia de color crema. Colonias redondas, con

borde regular. Presenta exudado amarillo brillante.

Caracteristicas microscopicas

Conidiéforos septados, de paredes gruesas, color verde claro (triverticilado), con
elementos divergentes. Métulas en grupos de 2 a 4, 10-15 x 2.2-2.7 um, donde
nacen las fialides con el apice puntiagudo, 9.0-10 x 2.0-2.3 um. Conidios globosos y

subglobosos, color verde, 3.5 x 3.0-3.3 um.

Figura 62: Penicillium atramentosum. 62a. Penicillium atramentosum en medio Czapek
(CzA) 7 dias. 62b. Penicillium atramentosum microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.12.7 Penicillium baarnense

Caracteristicas macroscopicas

Las colonias en agar Czapek alcanzan un diametro de 2.65 cm en 7 dias. Borde de
la colonia irregular, el &rea central de la colonia se observa arrugada, no presenta
exudacion. Colonia algodonosa de color blanco, en el borde presenta coloracion

crema-amarillo. Reverso blanco crema, con centro negro.

Caracteristicas microscépicas

Conidioforos ligeramente ramificados, formados por un eje principal (Triverticilado).
Fialides en verticilos de 3 a 7, de 8.2 x 2.8 um. Métulas de 13 x 3.3 um. Conidios
ligeramente entrelazados de color verde, elipticos o globosos, 3-3.5 x 2.5-2.8 um,

aunque variables y lisos.

Figura 63: Penicillium baarnense. 63a. Penicillium baarnense en medio Czapek (CzA)
6 dias. 63b. Penicillium baarnense microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.12.8 Penicillium biforme

Caracteristicas macroscoépicas

Colonias en agar Czapek esparciéndose ampliamente, verde grisaceas, tornandose
café, subdesarrolladas densamente pulverulenta. Margen blanca y ancha de textura
algodonosa. Reverso de color crema. Colonia redonda con borde irregular. No

presenta exudacion.

Caracteristicas microscopicas

Conidi6éforos de paredes rugosas, hialinos, cortos (60-80 pum de largo).
Fructificaciones conidiales generalmente divididas en tres series. Fialides con el
apice puntiagudo 9.0-10 x 3 um. Métulas engrosadas, 13-15 x 3.0-3.5 um. Conidios

globosos a elipticos, 4.0-4.3 x 3.2-3.5 um, hialinos y verde claro.

Figura 64: Penicillium biforme. 64a. Penicillium biforme en medio Czapek (CzA) 7 dias.
64b. Penicillium biforme microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.9 Penicillium brefeldianum

Caracteristicas macroscoépicas

Las colonias en agar Czapek alcanzan un didmetro de 2.5-3 cm en 7 dias a 25°C.
Zona central de la colonia levantada. Superficie algodonosa de color blanco a

crema. Con exudacion limitada e incolora. Reverso crema claro con centro café.

Caracteristicas microscopicas
Conidiéforos cominmente monoverticilados o biverticilados, cortos de 30-50 x 3.0
pm. Presenta Fidlides angostas 2 o 3 por cada verticilo, 7.2-10 x 2.4-3.0 pm.

Métulas 13 x 2.6 um. Conidios globosos a elipticos cortos, lisos, 3.0 x 2.5 pm.

Figura 65: Penicillium brefeldianum. 65a. Penicillium brefeldianum en medio Czapek (CzA) 7
dias. 65b. Penicillium brefeldianum microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.12.10 Penicillium brevicompactum

Caracteristicas macroscoépicas

Las colonias en Czapeck a 25°C alcanzan un diametro de 1-1,5 cm en 7 dias,
aterciopeladas de color verde oliva, margen no compacto. Reverso amarillo.

Exudado incoloro.

Caracteristicas microscopicas
Conidioforos de paredes lisas o rugosas, terverticilados a cuatriverticilados. Métulas
compactas 9-12 x 3,5-4,5 um, fidlides 6.5-9 x 2.5-3 yum, en grupos de 3 a 5.

Conidios lisos, globosos a subglobosos, 3-4,5 um de diametro.

Figura 66: Penicillium brevicompactum 66a. Penicillium brevicompactum en medio Czapek
7 dias. 66b. Penicillium brevicompactum microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.11 Penicillium carneum
Caracteristicas macroscoépicas
Las colonias en Czapeck alcanzan un didmetro de 2,3-3,5 cm en 7dias a 25°C,
aterciopeladas de color verde. Reverso incoloro 6 pélido. Presenta exudacion como

pequefias gotas incoloras.

Caracteristicas microscopicas
Conidiéforos de paredes rugosas, terverticilados. Métulas cilindricas 10-17 x 3-4

um, fidlides 8-10 x 2.5-3 um. Conidios lisos, globosos 3,5- 5 um de diametro.

Figura 67: Penicillium carneum. 67a. Penicillium carneum en medio Czapeck

15 dias. 67b. Penicillium carneum microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.12.12 Penicillium chrysogenum

Caracteristicas macroscoépicas

Colonias de crecimiento rapido, alcanzando un didmetro de 4 cm en 7 dias.
Superficie de la colonia vellosa, aterciopelada, de color verde claro a verde-azul con
una corona radial ancha y blanca. Presenta exudado amarillo brillante. Reverso

habitualmente amarillo cremoso. Esporulacién abundante.

Caracteristicas microscopicas

Presenta conidioforos tabicados de paredes lisas, hialinos, usualmente
triverticilados, ramificado al final; con métulas (8.0-12.0 x 2.0-2.7 um) y fialides en
forma cilindrica (7.0-12.0 x 2.0-2.5 um), donde nacen conidios lisos, subglobosos a

elipsoidales (3.0-4.0 x 3.8-3.8 um), hialinos o verde azulados.

Figura 68: Penicillium chrysogenum. 68a. Penicillium chrysogenum

en medio Czapek (CzA) 7 dias. 68b. Penicillium chrysogenum microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.12.13 Penicillium citreovirens

Caracteristicas macroscépicas

Las colonias en agar Czapek a 25°C, crecen rapidamente, alcanzando un didmetro
de 2-3.0 cm en 7 dias. Surcadas de manera radial. Al principio de color blanco a
crema, con el tiempo color verde azuloso a gris-verde, de textura algodonosa.

Reverso tipicamente crema-café claro. Presenta exudacion limitada, transparente.

Caracteristicas microscopicas

Conidiéforos cortos, hialinos, no septados, de paredes lisas. A menudo biverticilados
y asimétricos, pero algunas veces con estructuras monoverticiladas. Presenta 2 a 4
métulas, hialinas de paredes lisas, (12-20 x 2-3.0 um). Fialides con el apice
puntiagudo, hialinas, de paredes lisas (8-12 x 2.0-2.5 pm) Conidios en cadenas
cortas, separadas, hialinos, subglobosos y elipticos, 2.5-3.0 um.

Figura 69: Penicillium citreovirens. 69a. Penicillium citreovirens
en medio Sabouraud 7 dias. 69b. Penicillium citreovirens microscopicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.12.14 Penicillium citrinum
Caracteristicas macroscoépicas
Las colonias en agar Czapek a 25°C, crecen lentamente alcanzando un didmetro de
1.0-1,5 cm en 7 dias. Consiste de una superficie pulverulenta, color verde claro a
verde oscuro azulado, con margen ancha de color blanco tipo algodonosa. Reverso
normalmente amarillo a naranja. Colonia redonda, borde irregular, no presenta

exudacion.

Caracteristicas microscopicas

Conidiéforos largos, hialinos, de paredes lisas, normalmente de 2-3 um de ancho,
con 3 a 5 métulas divergentes (12-20 x 2.0-3.0 um), fidlides en forma cilindrica (8-10
X 2.0-2.5 ym). Conidios producidos en columnas, globosas a sugglobosas hialinos a

verdes, 2.5-3.0 um.

Figura 70: Penicillium citrinum. 70a. Penicillium citrinum en medio Czapek (CzA) 7 dias.
70b. Penicillium citrinum microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.15 Penicillium claviforme

Caracteristicas macroscépicas

Colonias en agar Czapek, blancas de textura algodonosa, alcanzando un diametro
de 3.3 cm en 7 dias a 25°C. Reverso de color blanco y en el centro café. No

presenta exudado.

Caracteristicas microscopicas
Conidioforos simples (monoverticilados), los cuales producen verticilos de pocas
fillides, 9.0-10 x 2.0-2.7 um. Conidios globosos a subglobosos de color verde, 3.7 x

3.4 um.

Figura 71: Penicillium claviforme. 71a. Penicillium claviforme en medio Czapek (CzA)
6 dias. 71b. Penicillium claviforme microscépicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.16 Penicillium corylophilum

Caracteristicas macroscépicas

Colonias en Czapeck de 2,5-3 cm en 7 dias a 25°C, aterciopeladas de color azul
verdoso, tornandose gris verdoso. Reverso verde inicialmente, con el tiempo verde

oscuro. Exudacion reducida, produce pigmento amarillo difusible en el medio.

Caracteristicas microscopicas

Conidioforos biverticilados y asimétricos, con algunas estructuras monoverticiladas.
Métulas 12-20 x 2-3 um, fidlides 8-12 x 2-2,5 um. Conidios de paredes lisas,
subglobosos a elipsoidales 2,5- 3,2 x 2,5-3 um.

Figura 72: Penicillium corylophilum 72a. Penicillium corylophilum en medio Czapeck
15 dias. 72b. Penicillium corylophilum microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.12.17 Penicillium crustosum

Caracteristicas macroscépicas

Las colonias en Czapeck son aterciopeladas, crecen rapidamente alcanzando un
diadmetro de 3-4 cm en 7 dias a 25°C, de color verde. Reverso color crema verdoso.

Exudacion presente como gotas cristalinas.

Caracteristicas microscépicas
Conidi6foros terverticilados con paredes rugosas. Métulas cilindricas 10-15 x 3-3,5
um, fialides 9-12 x 2,5-3 um. Conidios de paredes lisas, globosos a subglobosos de

3,5-4 ym de diametro.

Figura 73: Penicillium crustosum 73a. Penicillium crustosum en medio Czapeck

7 dias. 73b. Penicillium crustosum microscépicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.18 Penicillium duclauxii

Caracteristicas macroscoépicas

Las colonias en Czapeck crecen lentamente alcanzando un diametro de 2-3 cm en
15 dias a 25°C, son aterciopeladas, de color blanco con tonos ligeramente rojos.
Reverso color blanco, amarillento a rojo. Produce pigmento rosado difusible en el
medio.

Caracteristicas microscopicas
Conidiéforos cortos, biverticilados y simétricos, con verticilos de 2 a 5, la métula de

8-10 x 2,5-3 pum, no ramificada. Conidios subglobosos de 3 um de diametro.

Figura 74: Penicillium duclauxii 74a. Penicillium duclauxii en medio Czapeck

15 dias. 74b. Penicillium duclauxii microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.19 Penicillium echinulatum

Caracteristicas macroscopicas

Las colonias en Czapeck son aterciopeladas, con el tiempo zonadas, con diferentes
tonalidades de gris, gris olivo; crecen lentamente alcanzando un diametro de 2,5-
3,5 cm en 7 dias a 25°C. Reverso incoloro a amarillento. Exudado como gotas

incoloras.

Caracteristicas microscoépicas
Conidioforos de longitud variable, cortos, de paredes rugosas, terverticilados. Métula
variable 10-15 x 2,5-3 um, cilindrica; fidlides en forma de botella, 7-10 x 2,2-2,8 um,

conidos de 3.0 a 3.5 um de diametro, globosos y rugosos.

Figura 75: Penicillium echinulatum. 75a. Penicillium echinulatum en medio Czapeck
7 dias. 75b. Penicillium echinulatum microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.12.20 Penicillium egyptiacum

Caracteristicas macroscépicas

Colonias en el centro ligeramente levantadas, micelio verde oscuro, amarillo
pulverulento y algodonoso. Borde irregular de color amarillo y textura algodonosa.
Reverso verde amarillento, colonia redonda, presentando exudado limitado, de color

transparente.

Caracteristicas microscopicas

Los conidiéforos aparecen como ramas laterales cortas, lisos, 40 x 3.1 um, con el
apice ligeramente ensanchado. Se observa de 3 a 5 Fialides, cada una de 6.0 x 2.2
um. Métulas de 12 x 3.2 um, en forma de botella. Conidios en cadenas largas en

forma desordenada, de color verde, globosos, 2.3-2.7 um.

Figura 76: Penicillium egyptiacum. 76a. Penicillium egyptiacum en medio Czapek (CzA) 6
dias. 76b. Penicillium egyptiacum microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.21 Penicillium ehrlichii
Caracteristicas macroscépicas
Colonias en Czapeck aterciopeladas de color blanco, crecen lentamente alcanzando
un diametro de 2-3 cm en 15 dias a 25°C. Reverso blanco a amarillo. No presenta

exudado.

Caracteristicas microscopicas

Penicilos escasos formados por fidlides arregladas irregularmente produciendo
cadenas cortas de conidios. Fialides frecuentemente solitarias o en grupos de 2 a 3,
variables en forma y dimensiones, comunmente 10-15 x 2,5-3,5 pm; conidios

elipticos de paredes lisas, 4-5 x 3,5-4 um.

Figura 77: Penicillium ehrlichii. 77a. Penicillium ehrlichii en medio Czapeck
7 dias. 77b. Penicillium ehrlichii microscopicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.12.22 Penicillium expansum

Caracteristicas macroscoépicas

Las Colonias en agar Czapek a 25°C crecen rapidamente, alcanzando un diametro
de 4 cm en 7 dias. Color azul verdoso, blanco con borde amarillo de textura
pulverulenta. El area central es mas levantada por la acumulacién de esporas.
Reverso amarillo a amarillo-café. Colonia redonda con borde irregular. No presenta

exudacion.

Caracteristicas microscopicas

Conidiéforos hialinos, septados, tri-cuatriverticilados. Métulas mas o menos
cilindricas, 10-15 x 2.2-3.0 um, en dénde empiezan las fidilides en grupos de 5 a 8.
Fialides cilindricas con un corto pero distintivo cuello, 8-12 x 2-3.5 um. Conidios

globosos a elipsoidales, 3.0-3.5 x 2.5-3.0 um, de color verde.

Figura 78: Penicillium expansum. 78a. Penicillium expansum

en medio PDA 6 dias. 78b. Penicillium expansum microscépicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.23 Penicillium frecuentans

Caracteristicas macroscépicas

Las colonias es agar Czapeck alcanzan un diametro de 3,2 cm en 7 dias a 25°C.
Colonias verde-azul a verde oliva, adquiriendo, con la edad, mayor intensidad hasta
verde-café oscuro; aterciopeladas o pulverulentas. Margen ancha y blanca de
textura aterciopelada. Reverso amarillo verdoso. Colonia ovalada con borde

irregular. No presenta exudacion.

Caracteristicas microscopicas

Conidiéforos con frecuencia cortos (varian de 60 a 100 um), de paredes lisas,
hialinos y monoverticilados. Cadenas conidiales largas y uniformes que se producen
Unicamente en fialides, 8.0-11.5 x 2.2-3.2 um. Conidios globosos, hialinos, lisos o

moderadamente rugosos, 2.6-4.0 um de diametro.

Figura 79: Penicillium frecuentans. 79a. Penicillium frecuentans en medio Czapek (CzA) 7
dias. 79b. Penicillium frecuentans microscdpicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.24 Penicillium funiculosum

Caracteristicas macroscoépicas

Las colonias en agar Czapeck crecen rapidamente alcanzando un diametro de 3-4
cm en 7 dias a 25°C; de color verde y amarillo, aterciopelada. Reverso anaranjado

a café. No exudado.

Caracteristicas microscopicas
Conidiéforos biverticilados terminando en 5 a 8 métulas. Fialides 10-14 x 2-3 um, en
verticilos densos, paralelos. Métula 10-13 x 2-3 um, conidios subglobosos a

elipsoidales, lisos a rugosos, 3-4 x 2-3 ym.

4 L)

Figura 80: Penicillium funiculosum. 80a. Penicillium funiculosum en medio PDA
7 dias. 80b. Penicillium funiculosum microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.12.25 Penicillium herquei
Caracteristicas macroscoépicas
Colonias en agar Czapeck, con micelio algodonoso, de color blanco que con la edad
se torna amarillo y verde claro, surcadas de manera radial. Reverso amarillo

verdoso. Colonia redonda con borde irregular. No presenta exudacion.

Caracteristicas microscopicas

Conidiéforos hialinos, de paredes rugosas. Métulas engrosadas de 8-10 um de largo
X 2.2-2.5. Presenta fidlides de 7.0-9.0 um de largo, adelgazandose de manera
brusca para terminar en un tubo estrecho (2.0-2.2 ym de ancho) que porta los
conidios. Conidios subglobosos vy elipticos, delicadamente asperos, desde 3.0 X2 um
hasta 3.5-4.0 x 2.5 pum, muy ligeramente coloreados de verde, en cadenas
divergentes y entremezcladas.

Figura 81: Penicillium herquei. 81a. Penicillium herquei en medio Czapek (CzA) 7 dias.
81b. Penicillium herquei microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.26 Penicillium hirsutum
Caracteristicas macroscépicas
Colonias en agar Czapeck aterciopeladas, crecen rapidamente alcanzando un
didmetro de 2-3 cm en 7 dias a 25°C; de color blanco verdoso. Reverso amarillo,

exudado abundante como gotas amarillas.

Caracteristicas microscépicas
Conidiéforos de paredes lisas, terverticilados. Métulas cilindricas 10-15 x 3,2-4 um,
fidlides 9-12 x 2,4-3,2 um. Conidios globosos a subglobosos de paredes lisas, 2,2 -

4 um de diametro.

Figura 82: Penicillium hirsutum. 82a. Penicillium hirsutum en medio Czapeck
15 dias. 82b. Penicillium hirsutum microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.27 Penicillium implicatum

Caracteristicas macroscoépicas

Las colonias en czapek crecen muy poco y lentamente, alcanzando 1.5-2 cm de
didmetro en 7 dias. Margen delgado, blanco y de textura rigida. Producen
abundantes esporas que se acumulan en el centro formando costras con la edad, de
color verde claro y oscuro, de textura pulverulenta. Exudacién limitada de color

transparente. Reverso de la colonia amarillo-crema con centro café.

Caracteristicas microscopicas

Conidiéforos cortos 100 x 2.5-2.8 ym, que se dividen en 2 ramas. Pueden ser
biverticilados o triverticilados. Fialides unidas, de 8 a 12 por verticilo, 9-12 x 2.0-2.5
pm. Conidios globosos, 2.5-3.0 x 2-2.5 um, de paredes gruesas, lisos o con ligera

asperezas, de color verde oscuro.

Figura 83: Penicillium implicatum. 83a. Penicillium implicatum en medio Czapek (CzA)
7 dias. 83b. Penicillium implicatum microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.28 Penicillium islandicum

Caracteristicas macroscoépicas

Las colonias en agar Czapek alcanzan un diametro de 2.7 cm en 7 dias a 25°C.
Frecuentemente con zonas de diversos colores; verde claro, amarillo-naranja,
blanco grisaceo, con borde amarillo verdoso, de textura pulverulenta, y en el borde
algodonoso. En el centro presenta relieve por la acumulacién de esporas. Reverso
de la colonia crema-verde oliva con centro café. Presenta exudacién limitada en

microgotas de color transparente.

Caracteristicas microscopicas

Conidiéforos cortos 50-70 um de largo, la mayoria cuatriverticilados. Que constan de
un verticilo terminal con ramas fialiferas en un nimero de 4 a 6 por verticilo, 12.2 x
2.8 um; fidlides paralelas muy juntas, en grupos de 2 a 3 muy cortas y gradualmente
adelgazadas, 7.3 x 2.3 um. Métulas ensanchadas, 18.5 x 2.8 um Conidios globosos
a elipticos de color verde oscuro, 3.0-3.5 x 2.5-3.0 um de paredes gruesas, en
cadenas entrelazadas.

Figura 84: Penicillium islandicum. 84a. Penicillium islandicum en medio Czapek (CzA)
7 dias. 84b. Penicillium islandicum microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.12.29 Penicillium italicum

Caracteristicas macroscopicas

Las colonias en agar Czapeck alcanzan un diametro de 2-3 cm en 7 dias a 25°C,
aterciopeladas a pulverulentas, de color verde a verde pélido grisiceo. Reverso
incoloro a gris. No presenta exudado.

Caracteristicas microscopicas

Conidioforos de paredes lisas, hialinos, terverticilados. Métulas de paredes lisas 15-
20 x 3,5-4 um, fidlides cilindricas con cuellos cortos, 8-15 x 2-5 um. Conidios
globosos a subglobosos de paredes lisas, 4-5 x 2,5-3,5 pum.

Figura 84: Penicillium italicum. 84a. Penicillium italicum en medio Czapeck

7 dias. 84b. Penicillium italicum microscépicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.30 Penicillium javanicum

Caracteristicas macroscoépicas

Colonias en agar Czapek creciendo con relativa rapidez, 3.2 cm en 7 dias a 25°C.
Delgadas, borde regular con superficie algodonosa, con la zona central mas o
menos levantada y surcada de manera radial. De color crema-blanco grisaceas, en

el centro crema-amarillo claro. Reverso blanco y centro amarillo claro.

Caracteristicas microscopicas

Conidiéforos cortos de paredes lisas, monoverticilados, con pequefas cadenas de
conidios en linea. Fidlides en grupos de 3 a 6 en forma de botella, 8-10 x 2-2.5 pum.
Métulas engrosadas 12 x 2.7 um. Conidios elipticos a subglobosos, hialinos, lisos, 3

X 2.7 pum.

Figura 85: Penicillium javanicum. 85a. Penicillium javanicum en medio Czapek (CzA)
6 dias. 85b. Penicillium javanicum microscépicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.31 Penicillium levitum
Caracteristicas macroscépicas
Las colonias en agar Czapek alcanzan un diametro de 3.25 cm en 7 dias a 25°C.
Relativamente delgadas, con borde regular y ovaladas. Borde ancho de color blanco
con textura algodonosa. En el centro matices de color crema-amarillo rigidas o

pulverulenta. Presenta exudacion transparente.

Caracteristicas microscopicas

Conidiéforos largos de paredes delgadas y lisas, 20-40 x 2.8-3.0 um. Biverticilada.
Métulas ensanchadas en grupos de 3 a 4 por rama, 14 x 3.0 um. Fialides 4 a 5 por
verticilo, dispuestas irregularmente, 7-12 x 2.2-3.3 um. Conidios globosos a

subglobosos, de paredes lisas, 3.5-4 um de didmetro, en cadenas divergentes muy

cortas.

L

Figura 86: Penicillium levitum. 86 Penicillium levitum en medio Czapek (CzA)
6 dias. 86 Penicillium levitum microscopicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.12.32 Penicillium melinii

Caracteristicas macroscépicas

Las colonias en agar Czapek crecen lentamente, alcanzando un diametro de 1.05
cm en 7 dias a 25°C. Aterciopeladas con la zona central ligeramente levantada, con
algunas protuberancias, de color gris claro. Borde de la colonia blanco, 1 mm de
ancho. Reverso crema-verde claro. Presenta exudacion abundante color amarillo-

naranja.

Caracteristicas microscopicas

Conidiéforos de paredes granular-turbecular, generalmente menores a 100 um de
largo x 2-3.0 um. Cuatriverticilado. Métulas de paredes lisas, 23 x 3.6 um. Fialides
en 2 series. Fialides primarias en grupos de 5 a 7 de 8.0 x 2.5 um. Fialides
secundarias en forma de pico, 10-20 x 2.0-2.5 pm., con cadenas conidiales
divergentes o entremezcladas. Conidios asperos, 3.2-3.8 um de diametro.

Figura 87Penicillium melinii. 87 Penicillium melinii en medio PDA en 6 dias.

87 Penicillium melinii microscopicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.12.33 Penicillium miczynskii

Caracteristicas macroscépicas

Colonias en agar Czapeck aterciopeladas de textura compacta, alcanzan un
didmetro de 3-3,5 cm en 15 dias a 25°C, de color blanco que mas tarde desarrolla

color verde. Reverso blanco. Exudado como pequefias gotas incoloras.

Caracteristicas microscépicas

Conidiéforos desiguales de paredes lisas, excepcionalmente ramificados con 3 a 5
métulas de longitud irregular, 8-15 x 2-2,2 ym, fidlides 7-9 x 1,5-2 ym. Conidios
subglobosos 2,5-3 x 2-2,5 um.

.

Figura 88: Penicillium miczynskii. 88a. Penicillium miczynskii en medio Czapeck
15 dias. 88b. Penicillium miczynskii microscopicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.12.34 Penicillium nalgiovense

Caracteristicas macroscoépicas

Las colonias en agar Czapeck a 25°C durante 7 dias alcanzan un diametro de 2.3 a
3 cm. Surcadas radialmente, esporulacién escasa, exudacion y pigmento difusible
ausente. Colonias blancas, gris-verde palido con la edad, de textura algodonosa.

Reverso crema-amarillo con centro oscuro.

Caracteristicas microscopicas

Conidiéforos tri-cuatriverticilados, hialinos, septados, con paredes rugosas. Métulas
ensanchadas, 7.0-15 x 2.5-3.0 um, que dan inicio a grupos de 2 a 6 fialides. Fialides
en forma de botella, 8.0-10 x 2.0-2.5 um. Conidios globosos a subglobosos, hialinos,

3.0-4.0 um de diametro.

Figura 89: Penicillium nalgiovense. 89a. Penicillium nalgiovense en medio Czapek (CzA) 7
dias. 89b. Penicillium nalgiovense microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.35 Penicillium olsonii
Las colonias en agar Czapeck crecen rapidamente alcanzando un diametro de 2-2.5
cm en 7 dias a 25°C, aterciopeladas a pulverulentas, de color verde grisaceo.

Reverso blanco grisaceo. Exudado como pequefias gotas incoloras.

Caracteristicas microscopicas
Conidioforos de paredes lisas, largos, terverticilados con mdltiples ramas, métula
10-12 x 3-4 uym, fialides en forma de botella con cuello corto, 9-10 x 2-3,2 pum.

Conidios subglobosos a elipsoidales 3-4 x 2,5-3 pum.

Figura 90: Penicillium olsonii. 90a. Penicillium olsonii en medio Czapeck

7 dias. 90b. Penicillium olsonii microscopicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.12.36 Penicillium palitans
Caracteristicas macroscépicas
Las colonias en agar Czapeck son aterciopeladas, de color verde, alcanzan un
didmetro de 2-3 cm en 7 dias a 25°C. Reverso color blanco al inicio, posteriormente

amarillo. Exudado como pequefias gotas incoloras.

Caracteristicas microscopicas
Conidioforos terverticilados, métulas, 10-15 x 3-4 um en grupos de 3 a 5, fialides
cilindricas, 8-10 x 2,2-3 um. Conidios de paredes lisas globosos a subglobosos, 3,5-

4,5 um de didmetro.

Figura 91: Penicillium palitans. 91a. Penicillium palitans en medio Czapeck

7 dias. 91b. Penicillium palitans microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.12.37 Penicillium oxalicum
Caracteristicas macroscopicas
Las colonias en agar Czapek a 25°C, crecen rapidamente. Alcanzan un didmetro de
3.2 cm en 7 dias. Colonias con produccion abundante de conidios, color verde-gris
oscuro de textura pulverulenta. Presenta exudado claro. El reverso de la colonia es

crema amarrillo a crema verdoso.

Caracteristicas microscépicas

Conidiéforos hialinos, cilindricos de paredes lisas, (asimétricamente biverticilados),
algunas veces septados. Métulas en grupos de 2 a 4 ensanchadas, 15-23 um de
largo. Fidlides en forma de botella, 10-15 um de largo. Conidios largos, elipticos,

hialinos, 3.2-5.0 um de didmetro.

Figura 92: Penicillium oxalicum. 92a. Penicillium oxalicum en medio PDA 6 dias.
92h. Penicillium oxalicum microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.12.38 Penicillium piscarium

Caracteristicas macroscoépicas

Colonias en agar Czapek esparciéndose rapidamente, 4.0 cm de diametro en 7
dias. Colonias blancas, en el centro crema grisaceo, mas 0 menos surcadas
radialmente, con el area central por regla general levantada. Reverso blanco con

centro café claro. No presenta exudacion. Colonia redonda con borde regular.

Caracteristicas microscopicas

Conidioforos lisos, de paredes delgadas, cortos 40-50 x 2.2-3.3 pum. Varian de
monoverticilados a biverticilados. Métulas delgadas, 16 x 2.8 um. Presentan fialides
en grupos de 3 a 5, con el 4pice puntiagudo, 8-9.0 x 2.5 um. Conidios globosos a
elipticos, 3.5-3.6 x 2.8-3.3 pm.

Figura 93: Penicillium piscarium. 93a. Penicillium piscarium en medio Czapek (CzA)
7 dias. 93b. Penicillium piscarium microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.39 Penicillium rugulosum

Caracteristicas macroscoépicas

Colonias en agar Czapeck de 2.0 a 2.5 cm a 25°C, de color verde amarillento, mas
tarde verdes y finalmente de color verde oscuro, textura vellosa. Micelio joven
blanco de textura algodonosa. Reverso de color amarillo a naranja brillante; medio
de cultivo débilmente coloreado. Colonia redonda con borde irregular. Presenta

exudacion de color amarillo.

Caracteristicas microscopicas

Conidiéforos, hialinos, de paredes lisas, tipicamente biverticilados. Fialides en
grupos de 3 a 6 (9-12 x 2 um). Métulas ensanchadas, 12-15 x 3.0-3.2 um. Cadenas
conidiales largas, creciendo de forma ordenada, globosos y elipticos de color verde,
rugosos, 3.4-3.8 x 2.5-3.0 pum.

Figura 94: Penicillium rugulosum. 94a. Penicillium rugulosum en medio Czapek (CzA) 7
dias. 94b. Penicillium rugulosum microscépicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.40 Penicillium simplicissimum

Caracteristicas macroscoépicas

Colonias circulares en agar Czapek, margen ancho de color blanco-crema grisaceo.
El centro levantado con zonas surcadas radialmente, color verde claro, amarillo-
crema. Textura algodonosa, esparciéndose hasta alcanzar 3.5 cm de didmetro en

7dias. Reverso amarillo-crema. No presenta exudacion.

Caracteristicas microscopicas

Conidioforos de paredes lisas, hialinas, que se dividen en 2 o 3 ramas.
Monoverticilados. Presentan fialides en grupos de 2 a 3, la mayoria cortas, 6.0-8.0 x
2.2 ym, produciendo cadenas de conidios divergentes o entremezclados. Conidios

comunmente 2.5-3.0 um, globosos a subglobosos, color verde.

Figura 95: Penicillium simplicissimum. 95a. Penicillium simplicissimum en medio PDA en 6
dias. 95b. Penicillium simplicissimum microscépicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.41 Penicillium spinulosum

Caracteristicas macroscoépicas

Colonias en agar Czapeck aterciopeladas, micelio de color blanco con masa conidial
color gris verdoso, alcanzan un diametro de 4,5-5,5 cm en 15 dias a 25°C. Reverso

color blanco. Exudado en forma de pequefias gotas incoloras.

Caracteristicas microscopicas
Conidiéforos de paredes lisas a rugosas, monoverticilados, fiadlides en forma de

botella 6-10 x 2-3 um. Conidios globosos, espinulosos, 3-3,5 um de diametro.

Figura 96: Penicillium spinulosum 96a. Penicillium spinulosum en medio Czapeck
7 dias. 96b. Penicillium spinulosum microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.42 Penicillium stoloniferum

Caracteristicas macroscoépicas

Colonias en agar Czapek a 25°C, de color verde o verde-amarillo, cambiando a
verde grisaceo o gris con la edad, de textura pulverulenta. Reverso blanco, verde

claro. Colonia ovalada con borde irregular. No presenta exudacion.

Caracteristicas microscopicas

Conidioforos hasta de 80 um de largo, hialinos, de paredes lisas, generalmente
triverticilados. Métulas cilindricas en grupos de 4 a 6, 12-14 x 3.0-3.2 um. Fialides
engrosadas con el apice puntiagudo, 8.0-10 x 3.0-3.2 um. Cadenas conidiales
divergentes. Conidios subglobosos, lisos, 2.8-3.4 um, de color verde amarillento en

conjunto.

Figura 97: Penicillium stoloniferum. 97a. Penicillium stoloniferum en medio PDA 6 dias.
97b. Penicillium stoloniferum microscépicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.43 Penicillium striatum
Caracteristicas macroscoépicas
Las colonias en agar Czapek alcanzan un diametro de 2.4 cm en 7 dias a 25°C. De
color blanco-crema con la zona central levantada por la acumulaciéon de esporas,
textura pulverulenta. Margen blanca, algodonosa, borde regular. Colonia ovalada.

Presenta exudacion transparente.

Caracteristicas microscopicas
Conidiéforos lisos, hialino, monoverticilados, 3.0-3.7 um de ancho. Presenta fialides
escasas, 8.0-10 x 2.5-3.0 um, con el 4pice puntiagudo. Conidios globosos de color

verde, 3-4.0 x 2.5-3.0 pm, lisos.

Figura 98: Penicillium striatum. 98a. Penicillium striatum en medio Czapek (CzA)
7 dias. 98b. Penicillium striatum microscépicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.44 Penicillium terlikowskii

Caracteristicas macroscoépicas

Colonias de color blanco y gris verdoso en agar Czapeck, aterciopeladas, alcanzan
un diametro de 3-4 cm en 15 dias a 25°C. Reverso color blanco. Exudado como

pequefias gotas incoloras.

Caracteristicas microscopicas
Conidioforos de paredes lisas, monoverticilados, fidlides 7-9 x 2-2,5 um. Conidios

globosos a subglobosos, 2,5-3 um de diametro.

Figura 99: Penicillium terlikowskii. 99a. Penicillium terlikowskii en medio Czapeck

7 dias. 99b. Penicillium terlikowskii microscopicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.12.45 Penicillium verruculosum

Caracteristicas macroscoépicas

Colonias de color blanco y gris verdoso en agar Czapeck, aterciopeladas, alcanzan
un didmetro de 3-4 cm en 15 dias a 25°C. Reverso color blanco. Exudado como

pequefias gotas incoloras.

Caracteristicas microscopicas
Conidioforos de paredes lisas, biverticilados, métulas 8-15 x 3-3,5 um, fidlides en
agrupaciones de 5 a 7, 8-10 x 2,2-3 um. Conidios globosos a subglobosos, de 2,5-

3,5 um de didmetro.

Figura 100: Penicillium verruculosum. 100a. Penicillium verruculosum en medio Czapek 7
dias. 100b. Penicillium verruculosum microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.12.46 Penicillium vinaceum

Caracteristicas macroscépicas

Colonias en agar Czapeck de crecimiento continuo y rapido, en 7 dias alcanzan un
didmetro de 3.5 cm a 25°C. Superficie algodonosa, con margen ancho de color
blanco, irregular. Al principio son de color blanco, con el tiempo toman un color rojo
rosaceo oscuro, blanco grisaceo. La zona central es mas levantada, color blanco
con textura algodonosa y pulverulenta. Reverso de la colonia, al principio blanco y

con el tiempo se torna rojizo. No presenta exudacion.

Caracteristicas microscopicas

Conidiéforos de paredes lisas, hialinas, 3-3.6 um de ancho. Biverticilado. Presenta
fidlides con el apice puntiagudo, 6.5-11.5 x 2.0-2.5 um, en grupos de 3a 6. De4 a6
métulas, ensanchadas, 12 x 3.1 um. Conidios globosos a elipticos, lisos, algunos
puntiagudos, 2.5-3.5 um de diametro, de color verde.

Figura 101: Penicillium vinaceum. 101a. Penicillium vinaceum en medio Czapek (CzA)
7 dias. 101b. Penicillium vinaceum microscopicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.12.47 Penicillium viridicatum

Caracteristicas macroscoépicas

Colonias en agar Czapek esparciéndose rapidamente, 7.5 cm en 7 dias. Superficie
algodonosa, amarillo grisaceo. El area central levantada de color verde oscuro y

textura pulverulenta. Reverso crema, borde amarillo. No presenta exudacién

Caracteristicas microscopicas

Fructificacion dividido en 3 series (Triverticilado). Conidiéforos lisos, hialinos, 60-75
X 4-6.0 um. Ramas primarias con longitud variable 17-30 x 3-4 um, métulas de 13-
20 x 3.5-4 uym, fidlides ensanchadas de 7.5-10.5 x 2.5-3 pym. Conidios lisos,
globosos de color verde claro, 3.0-4.0 um de diametro.

Figura 102: Penicillium viridicatum. 102a. Penicillium viridicatum en medio Czapek (CzA) 7
dias. 102b. Penicillium viridicatum microscépicamente 100X
Fuente: Autores



8.2.1.13 GENERO: Rhizopus
Reino: Fungi

Phylum: Zygomycota

Clase: Zygomycetes

Orden: Mucorales

Familia: Mucoraceae

8.2.1.13.1 Rhizopus oryzae

Caracteristicas macroscopicas

Las colonias son de color blanco tornandose café grisdceo con el tiempo,
alcanzando una altura de 1 cm en agar Czapeck. De textura algodonosa, reverso

incoloro. No presenta exudacion.

Caracteristicas microscopicas
Estolones lisos o ligeramente rugosos, incoloros o amarillo-cafés. Rizoides cafés,
esporangiéforos solitarios o en grupos de 5 de paredes con lisas, ligeramente cafés
o0 hialinos. Esporangios globosos o subglobosos de color café oscuro, 50-200 um de
diametro. Columnela ovoide o globosa, 30-120 pm de diametro. Las
esporangiosporas son globosas u ovoides, estriadas longitudinalmente, 4-10 um.

a. b.

Figura 103: Rhizopus oryzae. 103a. Rhizopus oryzae en medio Czapeck

15 dias. 103b. Rhizopus oryzae microscépicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.14 GENERO: Sterigmatocystis
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Clase: Euascomycetes

Orden: Pleosporales

Familia: Pleosporaceae

8.2.1.14.1 Sterigmatocystis versicolor

Caracteristicas macroscoépicas

Las colonias en agar Czapek a 25°C alcanzan un diametro de 1.55 cm en 7 dias.
Pasan por diferentes tonalidades, primero blanco con micelio algodonoso, luego
cambia a amarillo, amarillo-naranja a naranja-verde oscuro, textura pulverulenta en

el centro. No presenta exudacién. Colonia redonda.

Caracteristicas microscopicas

Conidioforos hialinos 65-100 x 7.9 um, de paredes lisas. Vesicula subglobosa a
elipsoidal, 12-16 pum en didmetro. Fidlides crecen sobre las métulas, 5.5-8.0 x 2.5-
3.0 um. Métulas 5.0-7.5 x 2.0-2.5 um. Conidios 3.4 um, globosos a subgloboos de

color verde.

Figura 104: Sterigmatocystis versicolor. 104a. Sterigmatocystis versicolor en medio Czapek
(CzA) 7 dias. 104b. Sterigmatocystis versicolor microscopicamente 100X

Fuente: Autores



8.2.1.15 GENERO: Trichoderma
Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Hypocreaceae

8.2.1.15.1 Trichoderma harzianum

Caracteristicas macroscopicas

Colonias en agar Czapeck aterciopeladas, de color blanco verdoso que se torna
verde oliva con el tiempo, formandose anillos concéntricos. Alcanzan un diametro

de 9 cm en 7 dias a 25°C. Revéz incoloro.

Caracteristicas microscopicas

Los conidioforos se ramifican de forma piramidal, con ramas cortas en las puntas y
mas largas en la parte inferior. Las fidlides se encuentran en agrupaciones de 3 a 5,
en forma de botella, 4-7 x 2,5-3,5 um. Conidios subglobosos a ovoides, de paredes
lisas, hialinos a verde pélido, 2.5-3.0 x 2.0-2.5 pum.

Figura 105: Trichoderma harzianum. 105a. Trichoderma harzianum en medio Czapeck

7 dias. 105b. Trichoderma harzianum microscépicamente 100X

Fuente: Autores



Como se mencioné anteriormente, para la identificacion de los microorganismos se
utilizaron claves taxonomicas, ya que son un recurso de facil acceso, siendo el
estudio morfoldgico el punto clave para la identificacion del género y posible
especie. No obstante, en este estudio se obtuvieron tres cepas de Penicillium cuya
especie no pudo ser determinada haciendo uso de las claves taxondmicas.
Adicionalmente, 10 de las cepas aisladas de los dos paramos no se lograron
identificar, ya que no presentaban estructuras morfolégicas definidas que
permitieran su clasificacion. Por consiguiente, se recomienda hacer uso de pruebas
complementarias para poder garantizar la exactitud en la identificacion de los
microorganismos aislados. Segun Ciardo y colaboradores en el 2006, la
identificacion se puede realizar haciendo uso de la PCR (Reaccién en cadena de
Polimerasa), que incluye la longitud de los fragmentos de restriccion polimoérficos,
ensayos de hibrldaciéon o la amplificacion y secuenciacion de una determinada
parte del ADN. Asi mismo, se puede recurrir a otra técnica molecular, como lo es la
de pérfil de &cidos grasos o analisis de lipidos (Madan et al, 2002), debido a que,
segun Mendoza, 2005, estas técnicas tienen la gran ventaja de ser especificas,
sensibles y eficientes, permitiendo diferenciar especies muy relacionadas entre si
desde el punto de vista taxondmico, asi como la identificacién en un corto tiempo de

hongos que desarrollan pocas o ninguna estructura fructifera.

Asi mismo, segun el estudio de Kirk y colaboradores en el 2004, se han aislado
microorganismos por métodos como dilucion en placa, que son rapidos, poco
costosos y que proveen informacién de la poblacién activa, sin embargo existen
limitaciones como separar las esporas de las particulas de suelo o la seleccion de
medios de cultivo para su crecimiento, que pueden permitir un mayor crecimiento de
algunos microorganismos 0 su mayor esporulacién, limitando el crecimiento de

otros.



9. CONCLUSIONES

» Se aislaron 129 cepas axénicas de hongos filamentosos que corresponden a
15 géneros en total de las zonas de frailejones de los Paramos de Guasca y

Cruz Verde.

» Los géneros de mayor incidencia en los dos paramos fueron Penicillium sp. y
Aspergillus sp. con porcentajes de incidencia de 60 y 30% respectivamente,

siendo éstos tipicos de los ecosistemas paramunos.

» Géneros como Alternaria sp., Byssochlamys sp., Cladosporium sp.,
Curvularia sp., Fusarium sp., Emericella sp., Eupenicillium sp., Mucor sp.,
Rhizopus sp., Sterigmatocystis sp. y Trichoderma sp, fueron aislados en menor

proporcion, indicando que también son habitantes normales del suelo.

» En la técnica de dilucibn en placa se obtuvo un mayor numero de
aislamientos que en la técnica de siembra directa de suelo, lo que permitid

obtener un estimativo de la poblacion viable cultivable.

» La técnica de lavado de suelo resulté efectiva ya que posibilité la obtencién
de hongos que rara vez a parecen en los métodos de dilucién en placa, como

son Emericella sp., Microsporum sp. y Curvularia sp.

» Las especies de hongos filamentosos aisladas de los paramos varia segun el

paramo estudiado y la poblacién activa.



» El pH y la temperatura son factores esenciales en el momento de realizar el
procesamiento del suelo, para evitar la alteracion de las condiciones ambientales

iniciales de la muestra a partir de la cual se realizara el aislamiento microbiano.

» Se logro el 100% de viabilidad en la conservacion de las cepas de hongos

filamentosos aisladas e identificadas, para su posterior utilizacion.
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10. RECOMENDACIONES

Complementar la identificacién de hongos por medio de otras técnicas como

el andlisis de acidos grasos y metédos basados en ADN y ARN.

Realizar estudios evaluando diferentes temperaturas de incubaciéon en el
momento del aislamiento para lograr condiciones similares a las de los

paramos.

Utilizar otros métodos de aislamiento que permitan la obtencion de la mayor
variedad de géneros y especies, incluyendo métodos para la recuperacion
de microorganismos no cultivables como lo son la extraccion de ADN
directamente del suelo y la secuenciacion de la subunidad pequefia de
rADN.

Para estudiar la diversidad microbiana del suelo se recomienda utilizar
diferentes métodos segun el tipo de microorganismos a aislar asi como
también métodos que ayuden a entender el vinculo entre la diversidad

estructural y el funcionamiento de los ecosistemas.



BIBLIOGRAFIA

ALEXANDER, M. 1980. Introduccion a la microbiologia del suelo. Segunda edicion
Editorial AGT S.A. México D.F. 491 pg.

ALEXOPOULOS, C., MIMS, C., BLACKWELL, M. 1996. Introductory mycology.
Cuarta Edicién. John Wiley & Sons. Nueva York. 869 pg.

ATLAS, R., BARTHA, R. 2005. Ecologia microbiana y Microbiologia ambiental. 4ta
Edicion. Pearson Educacion, S.A. Madrid (Espafia). 677 pg.

ARENAS, R. 1993. Micologia Médica llustrada. Clinica, laboratorio y terapéutica.
Primera Edicién. McGraw Hill. México D.F. 397 pg.

ARENAS, R. 2003. Micologia Médica llustrada. Segunda edicién. McGraw Hill.
México D.F. 352 pg.

ARISTEGUI, B. 2002. Aspergillus fumigatus Fresenius. Rev Iberoam Micol.
http://hongos-alergenicos.reviberoammicol.com/files/022.PDFE. [Consulta: 8 de mayo
de 2008].

AYALA, M. 2003. Atlas de Micologia. Servicio de Microbiologia. Complejo
Hospitalario de Ledn. http://www.socalemi.org/atlas_hongos.htm. [Ultimas
actualizaciones: 21-11-2003].

BARNETT, H., HUNTER, B. 1972. lllustrated Genera of Imperfect Fungi. 3 ed.
Minnesota; Burgess Publishing Company.

BAYONA, M., VILLANUEVA, C. 1999. Hongos de Interés Industrial. Editorial PUJ.
Bogota D.C.

BENEDECK, T. 1962. An Castellani's Water Cultures and Benedeck's Mycoteca in
Chloratoprend. Mycopatologia Aplicab. 17: 254- 256.

BILES, J., HIGH, J. 2003. The Effect of Temperature, Media, and Light on the
Growth of Chaetomium globosum. http://oas.ucok.edu/OJAS/05/paper/biles.htm.
[Consulta: 8 de mayo de 2008].

BIOLOMICS. 2008. Centraalbureau Voor Schimmelcultures. Utrecht, The
Netherlands. http://www.cbs.knaw.nl/Aspergillus/BioloMICS.aspx. [Consulta: 9 de
abril de 2008].




BRISSIO, P. 2005. Evaluacion preliminar del estado de contaminacién en suelos de
la provincia del Neuquén donde se efectian actividades de explotaciéon
hidrocarburifera. Escuela Superior de Salud y Ambiente
Universidad Nacional del Comahue http://www.tesis.bioetica.org/pab4.htm.
[Consulta: 7 de junio de 2007].

BUENO, L., GALLARDO, R. 1998. Preservacion de Hongos Filamentosos en Agua
Destilada Estéril. Revista Iberoamericana Micologia. 15:166-168.

BURLAGE, R., ATLAS, R., STAHL, D., GEESEY, G. & SAYLER, G. 1998.
Techniques in Microbial Ecology. Oxford University Press. 239-242 pg.

BURNS, R. 1996. Fundamentos de Quimica. Segunda edicién. Editorial Prentice
Hall Hispanoamericana. México D.F. 664 pg.

CABRERA, C., CHITIVA, A. 2001. Aislamiento e Identificacibn de Hongos
Filamentosos del Suelo del Paramo de Guasca (Colombia) en Zona de Vegetaciéon
de Frailejones. Microbidlogo Industrial. Pontificia Universidad Javeriana. Facultad de
Ciencias. Bogota D.C. 130pg.

CAMACHO, S., HERNANDEZ, N. 2002. Aislamiento e ldentificacién de Poblacién
Bacteriana Aerobia Presente en la Zona de Frailejones en Muestras de Suelo del
Paramo de Guasca-Cundinamarca (Colombia). Microbiélogo Industrial. Pontificia
Universidad Javeriana. Facultad de Ciencias. Bogota D.C. 147 pg.

CARLILE, M., WATKINSON, S., GOODAY, G. 2006. The Fungi. Segunda edicion.
Elsevier Academic Press. Londres. 588pg.

CARONE, D. 1986. Micologia. Editorial Pueblo y Ecuacion. La Habana. 327 pg.

CARRERA, E., PICHOTT, J., ALEXANDER, E. 1968. Estudio General de
Clasificacidn de los Suelos de la Cuenca Alta del Rio Bogota para Fines Agricolas.
Instituto Geogréfico Agustin Codazzi. 4 (1): 1-200.

CARDENAS, G., MORENO, G. 1993. Caracteristicas foliares adaptativas en seis
comunidades vegetales del Paramo de Cruz Verde, Colombia. Bi6logo. Universidad
Nacional de Colombia. Facultad de Ciencias. Departamento de Biologia. Bogota
D.C. 148 pg.

CASAS, G. 1989. Micologia general. Ediciones de la Biblioteca. Caracas,
Venezuela. 488pg.

CASTELLANI, A. 1939. Viability of Some Pathogenic Fungi in Distilled Water. J.
Trop. Med. Hyg. 42: 256-226.

CEINGEBI-UNAM. 1999. CONSERVACION Y CONTROL DE CEPAS
MICROBIANAS. Instituto de Biotecnologia. Universidad Nacional Auténoma de



México. http://pt7mdv.ceingebi.unam.mx/computo/pdfs/canovas/colecc~1.ppt.
[Consulta: 13 de junio de 2007].

CHITIVA, A., TORRENEGRA, R., CABRERA, C., DIAZ, N., PINEDA, V. 2002.
Contribucién al estudio de microhongos filamentosos en los ecosistemas paramo de
Guasca y El Tablazo.
http://www.javeriana.edu.co/Facultades/Ciencias/gifui/hongos %20ecosistemas %2
Oparamo.pdf. [Consulta: 8 de Mayo de 2008]

CIARDO, D., SHAR, G., ALTWEGG, M., BOTTGER, E., BOSSHARD, P. 2007.
Identification of Moulds in the Diagnostic Laboratory- and Algorithm Implementing
Molecular and Phenotipic Methods. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease.
59: 49-60.

COCHRANE, V. 1963. Physiology of Fungi. John Wiley & Sons, Inc. Nueva York.
524 pg.

CONCYTEY. 2007. Consejo de Ciencia y Tecnologia del estado de Yucatan.
Revista Juvenil “Kanik”. http://www.cienciaytecnologia.yucatan.gob.mx. [Consulta: 6
de junio de 2007].

COREMIO, R., CORMACK, W. 2004. Algunos Micromicetes del Suelo y de
Alimentos deteriorados en la Antartica de Argentina. Revista Iberoamericana
Micologia. 21: 128-134.

CORREDOR, I. 2002. Evaluacion del efecto de dos métodos de conservacion sobre
diferentes microorganismos con interés en control biolégico. Microbidlogo Agricola'y
veterinaria. Pontificia Universidad Javeriana. Facultad de Ciencias. Bogota D.C. 134

pg.

CUATRECASAS, J. 1958. Aspectos de la Vegetacion natural de Colombia. Rev.
Académica. Colombia. Ciencias Exactas. 10(40): 221-268.

DEACON, J. 2006. Fungal Biology. Cuarta edicion. Blackwell Publishing. Malden,
Massachussets. 371 pg.

DEANA, A., 2008. Doctor Fungus. http://www.doctorfungus.org/imageban/. [Ultima
actualizacién: 16 de abril de 2008].

DELGADO, M. 2001. Atlas de imagenes. Perfiles de suelos |.
http://www.um.es/edafologia/lmagenes3.htm. [Consulta: 16 de abril de 2008]

DIEMER, M. 1996. Microclimatic Convergente of High-Elevation Tropical Paramo
and Temperate-Zone Alpine Eniroments. Journal of Vegetation Science. Vol 7 No 6:
821-830. http://www.jstor.org/stable/3236460. [Consulta: 7 de mayo de 2008].

Department of Microbiology. 2007. Mount Sinai Hospital, Toronto, Canada.
http://microbiology.mtsinai.on.ca/mig/opfungi/index.shtml. [Consulta: 9 de abril de
2008].




DIAZ. N. 2000. Informacion Personal. Grupo de Investigacién en Biotransformacion,
Universidad Javeriana. Bogota.

DIRECCION GENERAL DE ASUNTOS AMBIENTALES. 2000. Guia para el muestro
y analisis de suelo.
http://www.minem.gob.pe/archivos/dgaaellegislacion/quias/quiahidroxvii.pdf.
[Consulta: 8 de abril de 2008].

DIVO, A. 1990. Microbiologia Médica. Editorial Interamericana. México D.F. 446 pg.

DOMSCH, K., GAMS., W., ANDERSON, T. 1980. Compendium of Soil Fungi.
Academic Press. Londres. 859 pg.

ELLIS, D., HERMANIS, R. 2003. Image bank: Acremonium.
http://www.doctorfungus.com/imageban/index_enlarge.pl [Consulta: 22 de abril de
2008]

FERRARIS, G. 2000. Muestreo y andlisis de suelo. Facultad de Agronomia UBA.
http://www.elsitioagricola.com/articulos/ferraris/Muestre0%20y%20Analisis%20de%?2
0Suelo%20%20Punto%20de%20Partida%20hacia%20un%20Diagnostico%20de%?2
OFertilidad.asp. [Ultima actualizacion: 2006]. [Consulta: 8 de abril de 2008].

FINCH, H., FINCH, A. 1997. Los hongos comunes que atacan cultivos en América
Latina. Segunda Edicién. Editorial Trillas. México D.F. 188 pg.

GADRE, R., VAN DRIESSCHE, G., VAN BEEUMEN, J., BHAT, M. 2003.
Purification, characterisation and mode of action of an endo-polygalacturonase from
the psychrophilic fungus Mucor flavus. Enzyme and Microbial Technology 32: 321—
330.

GARCIA, L., VERASTEGUI, L. 2001. Determinacion de Metabolitos Secundarios a
partir de una cepa Nativa de Aspergillus sp. aislada del Paramo del Tablazo,
Departamento de Cundinamarca. Microbiélogo Industrial. Pontificia Universidad
Javeriana. Facultad de Ciencias. Bogota D.C. 72 pg.

GARCIA, M., URUBURU, F. 2000. Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT). La
conservacion de cepas microbianas. Universidad de Valencia. Act. SEM.30: 12-16
http://www.cect.org/docs/cons.pdf. [Consulta: 13/06/07].

GAXIOLA, J., MADINAVEITIA, Y. 2007. Diversidad de géneros de hongos del suelo
en tres campos con diferente condicién agricola en la Laguna, México. Revista
Mexicana de Biodiversidad. 78:383-390.
http://www.ibiologia.unam.mx/pdf/publicaciones/revista 78 2/rmb-112c-.pdf.
[Consulta: 7 de mayo de 2008].

GERDAY, C., AITTALEB, M., BENTAHIR, M., CHESSA, J., CLAVERIE, P.,
COLLINS, T., D’AMICO, S., DUMONT, J., GARSOUX, G., GEORLETTE, D.,
HOYOUX., A., LONHIENNE, T., MEUWIS., M., FELLER, G. 2000. Cold-adapted
enzymes: from fundamentals to biotechnology. Tibtech 18: 103-107.



GILMAN, J. 1963. Manual de los hongos del suelo. Companiia Editorial Continental
S.A. México D.F. 572 pg.

GIRI, B., HOUNG, P., KUMARI, R., PRASAD, R., VARMA, A. 2005. Microbial
diversity in soils. Soil Biology 3: 19-55.

GOCHEVA, Y., KRUMOVA, E., SLOKOSKA, L., MITEVA, J., VASSILEV, S,
ANGELOVA, M. 2006. Cell response of Antarctic and temperate strains of
Penicillium spp. to different growth temperature. Mycological research 110: 1347-
1354.

GUALDRON, C., SUAREZ, L., VALENCIA, H. 1997. Hongos del suelo aislados de
zonas de vegetacion natural del paramo de Chisacé, Colombia. Caldasia 19 (1-2):
235-245.

GUHL, E. 1982. Los paramos circundantes de la zona de Bogota. Jardin Botanico
José Celestino Mutis. Bogota.

GUZMAN, M. 1977. Micologia médica. Instituto Nacional de Salud. Bogota,
Colombia. 386 pg.

HENAO, I|., FRANCO, M., MARIN, G. 2006. Evaluacién de métodos de conservacion
para Aspergillus niger con actividad enzimética amilolitica. Universitas Scientiarum
Revista de la Facultad de Ciencias. Vol. 11, N° 2, 51-60.

HOOG, G. 2000. Atlas of Clinical Fungi. Segunda edicion. Editorial Centraalbureau
Voor Schimmelcultures. 1126 pg.

ICONTEC. Norma Técnica Colombiana. 4113-6. Gestion ambiental. Calidad de
suelo. Muestreo. Guia para la recoleccion, manejo y almacenamiento de suelo para
la evaluacion de procesos microbianos aerébicos en el laboratorio. Bogota D.C. 5

pg.

Instituto Alexander Von Humboldt. CHM Colombia. Mecanismo de facilitacion del
convenio sobre Diversidad Bioldgica.
http://www.humboldt.org.co/chmcolombia/biodiversidad.htm. [Consulta: 13 de junio
de 2007].

Instituto Geografico Agustin Codazzi (IGAC). 1984. Estudios fisico quimicos del
suelo. Bogota D.C.

Instituto Nacional de Salud. 2000. Manual de Procedimientos para la Investigacion
de brotes de infecciones intrahospitalarias producidas por bacterias mediante
métodos de biologia molecular. Serie de Normas técnicas N. 35.
http://www.minsa.gob.pe/ogci/proyectosterminados/Proyecto_vigia/Docl14.pdf.
[Consulta: 13 de junio de 2007].




KHALID, M., YANG, W., KISHEAR,N., RAJPUT, Z., ARIJO, A. 2006. Study of
Cellulolytic Soil Fungi and two Nova Species and New Medium. Journal of Zhejiang
University Science. 7(6): 459-466.

KAVANAGH, K., Ed. 2005. Fungi Biology and Applications. John Wiley & Sons, Ltd.
Inglaterra. 297 pg.

KEARNEY, J. 2005. Guidelines on Processing and Clinical use of Skin Allografts.
Clinics in Dermatology (23): 357—364.

KENDRICK, B.2000. The Fifth kingdom. Third Edition. Focus Publishing,
Massachussets, EUA.373 pg.

KIRK, J., BEAUDETTE, L., HART, M., MOUTOGLIS, P., KLIRONOMOS, J.,
LEE, H., TREVORS, J. 2004. Methods of studying soil microbial diversity.
Journal of Microbiological Methods 58: 169— 188

KONEMAN, E. 2001. Diagnoéstico Microbiolégico: texto y atlas color. Editorial Médica
Panamericana. Buenos Aires, Argentina; Bogota. 1432 pg.

KONEMAN, E. 1987. Micologia, Tercera edicion. Médica Panamericana. Buenos
Aires, Argentina. 70-73 pg.

KONEMAN, E., ROBERTS, G. 1997. Micologia: practica de laboratorio. Editorial
Médica Panamericana. Buenos Aires, Argentina. 221 pg.

LEIVA, S., YANEZ, M., ZAROR, L., RODRIGUEZ, H., GARCIA, H. 2004.
Antimicrobial Activity of Actinomycetes Isolated from Aquatic Environments in
Southern Chile. Rev. méd. Chile. [online]. Vol.132, no.2: 151-159.
<http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=5003498872004000200003&
Ing=en&nrm=iso>. ISSN 0034-9887. [ Consulta: 6 de Junio de 2007].

LEPP, H. 2007. Two Major Groups. Classifying fungi into ascomycetes and
basidiomycetes http://www.cpbr.gov.au/fungi/ascomycetes-basidiomycetes.html
(Consulta: 17 de abril de 2008)

LEWIS, J., LEARMONTH, R., WATSON, K. 1994. Cryoprotection of Yeast by
Alcohols During Rapid Freezing. Cryobiology. 31: 193-198.

LOUIS, L., LIM, G. 1988. Effect of Storage of Inoculum on Spore Germination of a
Tropical Isolate of Glomus clarum. Micology 80 (2): 157-161.

LOZANO, C., SCHNETTER, R. 1976. Estudios ecoldgicos en el Paramo de Cruz
Verde, Colombia Il. Las comunidades vegetales. Caldasia 11 (54): 53-68



MADAN, R., PANKHURST, C., HAWKE, B., SMITH, S. 2002. Use of fatty acids for
identification of AM fungi and estimation of the biomass of AM spores in soil. Soil
Biology and Biochemestry. 34: 125-128.

MANGIATERRA, M., GIUSIANO, G., GONZALEZ, |. 2003. Algunos Microhongos
Geofilicos de las Planicies Semiaridas del Noroeste de la Provincia de San Luis
(Argentina).http://www.unne.edu.ar/med_regional/boletin/2006/micologia_algunosmi
crohongos.pdf. [Consulta: 8 de mayo de 2008].

MARTINEZ, O., VALENZUELA., GODOY,R. 2005. Hongos aislados desde suelos
de bosques de Araucaria-Nothofagus después de un incendio en el Parque Nacional
Tolhuaca. Boletin Micolégico. 20: 35-39.

MARTINEZ, M. 1999. Manual de Microbiologia de Suelos. P.U.J. Bogota, Colombia.

MAYEA, S., NOVO, R., VALINO, A. 1991. Introduccion a la microbiologia del suelo.
Editorial Pueblo y Educacion. 188pg.

MENDOZA, M. 2005. Importancia de la identificacién de levaduras. Revista de la
Sociedad Venezolana de Microbiologia. Vol 25. No. 1.
http://www.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1315255620050001000
04&Ing=en&nrm=iso. [Consulta: 8 de mayo de 2008].

MERCK KGaA. 2007. Indicaciones generales para el empleo de medios de cultivo
deshidratados. Darmstadit, Germany.
http://www.merck.de/servlet/PB/menu/1660270/index.html. [Consulta: 9 de junio de
2007].

MYCOBAND. 2008. Fungal Databases Nomenclature and Species Banks Online
Taxonomic Novelties Submission. Administered by the International Mycological
Association. http://www.mycobank.org/MycoTaxo.aspx?Link=T&Rec=209842.
[Fecha de consulta: 9 de abril de 2008].

MORENO, Z. 2000. Correlacion de la tasa de crecimiento radial y la tasa de
crecimiento especifico de hongos filamentosos aislados de la planta Espeletia
barclayana. Microbidlogo Industrial. Pontificia Universidad Javeriana. Facultad de
Ciencias. Bogota D.C. 133 pg.

MUELLER, G., BILLS, G., FOSTER, M. 2004. Biodiversity of Fungi: inventory and
monitoring methods. Elsevier Academic Press. Londres. 777 pg.

ORTEGA, L. 2002. Determinacion de hongos filamentosos asociados a craneos de
coleccion del Instituto Alexander Von Humboldt, y evaluacién in Vitro de sustancias
biocidas para su control. Microbi6logo Industrial. Pontificia Universidad Javeriana.
Facultad de Ciencias. Bogota D.C. 74 pg.

OSPINA, M. 2003. El paramo de Sumapdaz un ecosistema estratégico para Bogota.
Sociedad Geografica de Colombia. Ponencia de posesibn como Miembro



correspondiente de la Sociedad Geografica de Colombia. www.sogeocol.edu.co.
[Consulta: 13 de junio de 2007].

PEDROZO, J. 2001. Quimica y propiedades antimicrobianas de plantas autéctonas
de paramos Colombianos. Postgrado. Pontificia Universidad Javeriana. Facultad de
Ciencias. Bogota D.C. 225 pg.

PELCZAR, M., REID, R. 1996. Microbiologia. Cuarta Edicién. Editorial McGraw Hill.
México D.F. 458 pg.

PEREZ, F. 1984. Striated in an Andean Paramo of Venezuela: lits Origin and
Orientation. Arctic and Alpine Research. Vol 16, No. 3: 277-289.

PIERSON, F., WIGHT, J. 1991. Variability of Near-Surface Soil Temperature on
Sagebrush Rangeland Journal of Range Management 44 (5): 491-497.

PITT, J. 1998. Images of aspergillosis and Aspergillus
http://www.asperqgillus.org.uk/indexhome.htm?secure/image _library/speciesindex.ph
p~main [Consulta: 17 de abril de 2008]

PORTA, J., LOPEZ, M., ROQUERO, C. 1999. Edafologia para la agricultura y el
medio ambiente. Segunda edicién. Ediciones Mundi-Prensa. Madrid Espafia. 849

pg.

PUERTO, S. 2005. Identificacibn y comparacion de cuatro métodos de
mantenimiento de la cepa Penicillum sp. perteneciente al cepario de micologia de la
Facultad de Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana. Microbidloga Industrial.
Pontificia Universidad Javeriana. Facultad de Ciencias. Bogota D.C. 100 pg.

RECHARTE, J., TORRES, J., MEDINA, G., PONCE, A., ECHEANDIA, E. 2000. II
Conferencia Electrénica sobre Usos Sostenibles y Conservacion del Ecosistema
Paramo en los Andes: “Los Paramos como fuente de Agua, Mitos, Realidades,
Retos y Acciones”.Proyecto paramo. http://www.infoandina.org/apc-
aafiles/237543fdce333f3a56026e59e60adf7b/Il_conferencia_paramos.pdf.
[Consulta: 7 de junio de 2007].

REYES, P., MOLANO, J., GONZALEZ, F., CORTES, A., RANGE, O., FLOREZ, A.,
IRIARTE, P., KRAUS, E. 1995. El paramo un ecosistema de alta montafia.
Fundacion Ecosistemas Andinos. Ecoan. Editorial Codice Ltda. Bogota. 168 pg.

RIVERA, R., TORRES, D., MONTES, S. 2001. Paramos de Colombia. Banco de
Occidente. Santiago de Cali Colombia. 206pg.



ROBINSON, C. 2001. Cold Adaptation in Arctic and Antarctic Fungi. New Phytologist
151 (2): 341-353.

ROBINSON, P. 1978. Practical fungal physiology. John Wileyu. 123 pg.

ROUSSOS, S., GAIME, P. 1996. Fisiologia y Bioquimica de microorganismos
utiizados en procesos de fermentacion en medio sdlido. Laboratorie de
Biotechnologie PMC, Centre ORSTOM, BP 5045,3 4034 Montpellier cedex 1,
FRANCE. 341-348pg. http://horizon.documentation.ird.fr/exI-
doc/pleins_textes/pleins_textes 6/b_fdi 45-46/010006834.pdf. [Consulta: 6 de junio
de 2007].

TORRENEGRA, R., RUEDA, L. 2005. Evaluacion de acidos grasos en especies de
Aspergillus sp. como criterio taxonémico. Grupo de Investigacion en Fitoquimica y
Biotransformacion de la Universidad Javaerina (GIFUJ y GIBUJ).
http://www.javeriana.edu.co/gifuj/Acidos_grasos_de hongos_filamentosos.pdf.
[Consulta: 8 de mayo de 2008).

SALFELDER, K. 2000. Micosis.
http://www.saber.ula.ve/micosis/parser.php?XML=contenido/capitulo20/capitulo20F/
contenidocapitulo.xml&XSL=xsl\figuragrande.xsl&IDIOMA=es&ORDEN=3.
[Consulta: 17 de Abril de 2008]

SAMSON, R., HAEKSTRA, E., FRISVAD, J. FILTENBORG., O. 2004. Introduction to
Food and Airborne Fungi. Séptima edicién. Centraalbureau Voor Schimmelcultures.
Utrecht, Paises Bajos. 389 pg.

SAMSON, PITT. 1990. Modern concepts in Penicillium and Aspergillus
Classification. Vol 185. Plenum Press. New York and London.

SANCHEZ, J., ROMERO, O. 2004. Hongos asociados a Macleania rupestris (H.B.K)
A.C. Smith en los paramos El Granizo y Guasca, Colombia. Resumen. Acta
Biol6gica Colombiana 9 (2): 78

SIMMONS, K. 2005. Algae, fungy and mocees lab manual. Universidad de
Winnipeg. http://io.uwinnipeg.ca/~simmons/2152web/2152/fungila.htm [Consulta:
16 de abril de 2008]

SOLOMON, E., BERG, L., MARTIN, D., VILLEE, C. 1996. Biologia de Ville. Tercera
edicién. Ed. Interamericana Mcgraw Hill. México D.F.

SOILMOISTURE EQUIPMENT, CORP. 1999. Catalogo del equipo. Kellog Ave.
Goleta CA 93117 USA. http://www.soilmoisture.com/PDF%20Files/SECCATSP.pdf.
53 pg. [Consulta: 16 de abril de 2008].

STURM, H., RANGEL, O. 1985. Ecologia de los Paramos Andinos: Una vision
Preliminar Integrada. Universidad Nacional de Colombia. 1-292. Bogota.



SUTTON, D. 2000. The Fungi.
http://www.doctorfungus.org/thefungi/chaetomium.htm [Consulta: 17 de abril de
2008]

TAN, C., VAN INGEN, W., TALSMA, H., VAN, J., STEFFENSEN, C., VLUG, H.,
STALPERS, A. 1995. Freeze-Drying of Fungi: Influence of Composition and Glass
Transition Temperature of the Protectant. Cryobiology. (32): 60-67.

UNIVERSIDAD DE ADELAIDE. 2006. Mycology online.
http://www.mycology.adelaide.edu.au/Fungal_Descriptions/. [Consulta: 17 de abril
de 2008]

UNIVERSIDAD DE ANGERS. 2006. La diversité chez les micromyceétes.
http://www.med.univ-angers.fr/GEIHP/Galerie.html. [Consulta: 17 de abril de 2008]
VALASKOVA, V., BALDRIAN, P. 2006. Estimation of bound and free fractions of
lignocellulose-degrading enzymes of wood-rotting fungi Pleurotus ostreatus,
Trametes versicolor and Piptoporus betulinus. Research in Microbiology (157):119—
124,

VARGAS, A., VILLAMIZAR, D. 2005. Estudio preliminar de la produccion, extraccion
y purificacién de T2 toxina por Fusarium sporotrichioides NRRL 3299 en dos medios
sintéticos. Microbiélogo Industrial. Pontificia Universidad Javeriana. Facultad de
Ciencias. Bogota D.C. 172 pg.

VALENCIA, E., CABRIALES, J. 2001. El suelo y sus habitantes microbianos,
consideraciones ecolodgicas. Avance y perspectiva. Noviembre-Diciembre. Vol 20.

VALENCIA, H. 1979. La microbiologia del suelo y sus perspectivas. Boletin
Informativo. Departamento de Biologia. (1): 1-18. Universidad Nacional de
Colombia.

VANEGAS, M. 2001. Estructura poblacional y fenologia de Espeletia argentea H. &
B. en campos cultivados del paramo de Cruz verde. Maestria es Biologia con
énfasis en ecologia. Facultad de Ciencias. Pontificia Universidad Javeriana. Bogota
D.C. 192 pg.

VARGAS, O., ZULUAGA, S. 1980. Contribucion al estado fisioldgico de la regiéon de
Monserrate. Tesis de pregrado. Universidad Nacional de Colombia. Facultad de
ciencias. Departamento de Biologia. Bogota.

VILLENA, G., GUTIEREZ, M. 2003. biopeliculas de Aspergillus niger para la
produccion de celulasas: algunos aspectos estructurales vy fisioldgicos

Revista Peruana de Biologia
ISSN 1727-9933 version on-line.
10 (2): 78-87.

http://sisbib.unmsm.edu.pe/BVRevistas/biologia/vl0 nl/bio_asper.htm.[Consulta: 6
de junio de 2007].




VISHNOI, S., NAIDU, J., SINGH, S., VISHNOI, R. 2005. Pathogenicity of Curvularia
geniculata (C. senegalensis) for albino rats: study of clinical isolate from blood of a
cancer patient. Journal de Mycologie Médicale (15): 97-102.

WARCUP, J. 1950. The Soil Plate Method for Isolation of Fungi from soil. Nature
166: 117-118. http://www.nature.com/nature/journal/v166/n4211/abs/166117b0.html.
[Consulta: 8 de mayo de 2008].

ZAPATER, R. 1956. Atlas de diagndstico micolégico. Aplicacion del Laboratorio.
Segunda Edicion. Editorial el ateneo. Buenos Aires, Argentina. 249 pg.

ZIMMER, C., PLATZ, T., CADEZ, N., GIFFHORN, F., KOHRING, G. 2006. A cold
active (2R,3R)-di-O-benzoyl-tartrate hydrolyzing esterase from Rhodotorula
mucilaginosa. Appl Microbiol Biotechnol 73:132-140.



ANEXOS

ANEXO 1: Medios de cultivos

Agar papa dextrosa (PDA)

Composicion o/L:
Papa 400
Glucosa 20
Sulfato de amonio 3
Agar agar 15
Agua destilada 1000ml
pH 5,6

Realizar una infusion de papa y hervir hasta lograr una solucién con todos los
componentes. Colocar en autoclave 15 psi/15 minutos. Poner suficiente medio en
cajas de Petri de plastico estériles (20ml/caja). Permite el crecimiento micelial de un
gran rango de hongos, es un medio apropiado para el aislamiento, cultivo y
mantenimiento de una gran variedad de hongos.

Agar Czapeck (CzA)

Composicion g/L:
Sacarosa 30
Nitrato de sédio 3
Fosfato dipotasico 1
Sulfato de magnésio 0.5
Cloruro de potasio 0.5
Sulfato ferroso 0.01
Agar 15
Agua destilada 1000mL
pH 7,3

Mezclar y hervir para disolver totalmente. Colocar en autoclave a 15 psi/15 minutos.
Volcar la solucién de agar en Placas de Petri de plastico estériles. Este medio es
apropiado para la caracterizacion y mantenimiento de una gran variedad de hongos
filamentosos.



Agar Extracto de Malta

Composicion g/L:
Extracto de malta 2.0-20.0
Extracto de levadura (opcional) 0.2-2.0
Agar 20
Agua 1000mL
pH5,6+0,1

Disolver 48g/L, esterilizar con cuidado en autoclave 15 minutos/15 psi a 121°C.
Este medio se usa para el aislamiento de hongos del suelo y de hojas en
descomposicién.

Agar Sabouraud

Composicion g/L:
Peptona 10
Glucosa 40
Agar 20
Agua destilada 1000mL
pH 6,0

El medio es usado para la caracterizacion de hongos filamentosos y levaduras.

Agar Extracto de Levadura

Extracto de levadura 19
Buffer 2mL
Agar 20g
Agua destilada 1000mL
pH 7,0

Hervir hasta hacer una solucién, esterilizar a 15 psi/15 minutos. Verter en placas de
Petri de plastico estériles. Es un medio apropiado para hongos filamentosos vy
levaduras.

Agar YGC

Composicion g/L:
Extracto de levadura 5,0
Glucosa 20
Agar 15
Cloramfenicol (opcional) 0,1
pH: 6,6-6,8

Disolver 40g/L y esterilizar en autoclave 15 psi/l5 minutos. Es utilizado para el
crecimiento selectivo de hongos filamentosos y levaduras.



Agar OGYE

Composicion g/L:

Extracto de levadura 5

Dextrosa 20

Agar 12

Agua destilada 1000ml

Sin antibiético (es opcional: Oxitetraciclina 0,1 g/L)
pH: 6,5-6,8

Disolver 30 g/L, esterilizar en autoclave (15 minutos a 121°C), dejar enfriar hasta
unos 50°C. Agar selectivo para el crecimiento de hongos y levaduras.



ANEXO 2: Tincién con azul de lactofenol

Tinciones:
Se utilizan colorantes para tefiir las células y aumentar su contraste, de modo que
se puedan observar con facilidad en el microscopio de campo claro. Para poder
observar la estructura de los hongos filamentosos se utilizd la tincién con azul de
lactofenol.

Tincién con azul de lactofenol:

Composicion: g/mL
Cristales de fenol 20
Azul de algoddn 0,05
Acido lactico 20
Glicerol 40mL
Agua destilada 20mL

Agregue el &cido lactico y el glicerol al agua, mezcle fuertemente. Adicione los
cristales de fenol y agite. Caliente suavemente con agitacion constante. Finalmente,
agregue azul de algodon y mezcle fuertemente.



ANEXO 3: Determinacion de pH en el Paramo de Guasca

NuUmero de Determinacion de
repeticiones pH
1 55
2 5,6
3 4.8
4 5,3
5 5,07
6 4,89
7 5,65
8 4,91
9 6,08
10 4,78
11 5,7
12 5,67
13 4.8
14 4,76
15 5,8
16 5,6
17 5,45
18 5,58
19 4,93
20 5,67
21 5,53
22 6,1
23 5,48
24 4,87
25 5,88
Promedio 5,38




ANEXO 4: Determinacion de pH en el Paramo de Cruz Verde

Namero de Determinacion

repeticiones de pH
1 5.21
2 5.2
3 4.59
4 5.45
5 4.88
6 4.95
7 5.9
8 4.86
9 5.7
10 5.02
11 5.04
12 4.87
13 4.67
14 4.6
15 4.1
16 5.5
17 5.05
18 5.1
19 5.35
20 5.2
21 5.12
22 5.3
23 5.45
24 4.5
25 5.05

Promedio 5.07




ANEXO 5: Cepas sin estructuras

Cepa: 1CV

Caracteristicas macroscopicas
Las colonias crecen rapidamente en medio Czapek alcanzando un diametro de 9
cm en 7 dias a 25°C. Colonias aterciopeladas de color blanco. Reverso incoloro. No

presenta exudacion.

Caracteristicas microscopicas

No presenta estructuras caracteristicas.

Figura 6: Cepa 1CV. 6a. Cepa 1CV en medio Czapeck 7 dias.
6b. Cepa 1CV microscopicamente 100X

Fuente: Autores



Cepa: 6CV

Caracteristicas macroscoépicas

Colonias de textura algodonosa en medio Czapek a 25°C, que alcanzan un
diametro de 2.65 cm en 7 dias. Colonia blanco con matices amarillos. Reverso
amarillo verdoso con borde blanco. No presenta exudacion. Colonia ovalada con

borde irregular.

Caracteristicas microscopicas

No presenta estructuras caracteristicas.

Figura 3a: Cepa CV6Ns en medio Czapek (CzA) 7 dias.
3b. Cepa CV6Ns microscopicamente 100X

Fuente: Autores



Cepa: 11CV

Caracteristicas macroscopicas
Colonias aterciopeladas de color blanco que crecen rapidamente en medio Czapek
alcanzando un diametro de 9 cm en 7 dias a 25°C. Reverso incoloro. No presenta

exudacion.

Caracteristicas microscopicas

No presenta estructuras caracteristicas.

Figura 7a. Cepa 11CV en medio Czapeck 20 dias.
7b. Cepa 11CV microscopicamente 100X
Fuente: Autores



Cepa: 15CV

Caracteristicas macroscopicas
Colonias de textura aterciopelada en medio Czapek a 25°C, que alcanzan un
diametro de 6 cm en 7 dias. Colonia blanco a piel. Reverso blanco. Exudacion

escasa como pequefias gotas incoloras.

Caracteristicas microscopicas
No presenta estructuras caracteristicas.

Figura 8a. Cepa 15CV en medio Czapeck 7 dias.
8b. Cepa 15CV microscopicamente 100X
Fuente: Autores



Cepa: 24CV

Caracteristicas macroscoépicas
Las colonias en medio Czapek alcanzan un diametro de 4 cm en 7 dias a 25°C, con
textura aterciopelada, de color blanco y el centro rosado. Reverso blanco a rosado

fuerte. No presenta exudacion.

Caracteristicas microscopicas

No presenta estructuras caracteristicas.

Figura 9a. Cepa 24CV en medio Czapeck 20 dias.
9b. Cepa 24CV microscopicamente 100X
Fuente: Autores



Cepa: 25CV

Caracteristicas macroscopicas
Colonias aterciopeladas de color blanco que alcanzan un diametro de 2,6 cm en 7
dias a 25°C en medio Czapek. Reverso blanco. Presenta exudacion como gotas

pequefias de color naranja.

Caracteristicas microscopicas

No presenta estructuras caracteristicas.

Figura 10a. Cepa 25CV en medio Czapeck 20 dias.
10b. Cepa 25CV microscépicamente 100X
Fuente: Autores



Cepa: 27CV

Caracteristicas macroscoépicas
Las colonias en agar Czapek crecen lentamente, con un diametro de 2.6 cm en 7
dias a 25°C, aterciopeladas de color blanco. Reverso blanco. No presenta

exudacion.

Caracteristicas microscopicas

No presenta estructuras caracteristicas.

Figura 11a. Cepa 27CV en medio Czapeck 20 dias.

11b. Cepa 27CV microscopicamente 100X.
Fuente: Autores



Cepa: 32CV

Caracteristicas macroscopicas
Las colonias en agar Czapek a 25°C, crecen de forma gradual, alcanzando un
didmetro de 3.65 cm en 7 dias. Colonia blanca de tipo algodonosa. Reverso crema

con centro café claro. No presenta exudacion. Colonia ovalada con borde irregular.

Caracteristicas microscopicas

No presenta estructuras caracteristicas.

Figura 4a: Cepa CV32Nd en medio Czapek (CzA) 7 dias.
4b. Cepa CV32Nd microscopicamente 100X

Fuente: Autores



Cepa: 33CV

Caracteristicas macroscoépicas

Las colonias en medio Czapek alcanzan un diametro de 5.5 cm en 7 dias. Colonias
algodonosas blancas, en el centro consistencia gelatinosa color crema. Reverso

translicido. No presenta exudacién. Colonia ovalada con borde irregular.

Caracteristicas microscopicas

No presenta estructuras caracteristicas.

Figura 5a: Cepa CV33sd en medio Czapek (CzA) 7 dias. 5b. Cepa CV33sd
microscopicamente 100X.
Fuente: Autores



Cepa: 34CV

Caracteristicas macroscépicas

Colonias de textura algodonosa que alcanzan un diametro de 2 en medio Czapek a
25°C, en 7 dias. Colonia de color blanco y reverso blanco. No presenta exudacion.
Caracteristicas microscopicas

No presenta estructuras caracteristicas.

Figura 12a. Cepa 34CV en medio Czapeck 20 dias.
12b. Cepa 34CV microscopicamente 100X
Fuente: Autores



Cepa: 36CV

Caracteristicas macroscopicas
Colonias aterciopeladas en medio Czapek a 25°C, que alcanzan un diametro de 5
cm en 7 dias, de color naranja y centro grisaceo, aterciopeladas. Revés de color

naranja. Exudacion como pequefias gotas incoloras.

Caracteristicas microscopicas

No presenta estructuras caracteristicas.

Figura 13a. Cepa 36CV en medio Czapeck 20 dias.
13b. Cepa 36CV microscopicamente 100X
Fuente: Autores



Cepa: 10PG

Caracteristicas macroscopicas
Colonias de textura algodonosa y color blanco en medio Czapek a 25°C, que
alcanzan un didmetro de 4,5 cm en 7 dias. Reverso color blanco. Presenta

exudacién en forma de pequefias gotas incoloras.

Caracteristicas microscopicas

No presenta estructuras caracteristicas.

Figura 2a. Cepa 10PG en medio Czapeck 7 dias.

b. Cepa 10PG microscopicamente 100X
Fuente: Autores



Cepa: 91PG

Caracteristicas macroscopicas

Colonias que alcanzan un didmetro de 3,5 cm en 7 dias en medio Czapek a 25°C
de textura aterciopelada, de color blanco. Reverso amarillo café. Exudacion

abundante como gotas incoloras.

Caracteristicas microscopicas

No presenta estructuras caracteristicas.

Figura 1 a. Cepa 91PG en medio YGC 7 dias.
1b. Cepa 91PG microscépicamente 100X
Fuente: Autores



ANEXO 6: Relacion de cepas sin estructuras aisladas segun el método empleado

en el Paramo de Guasca

Método
P Total
Cepa Dilucién Suelo Lavado
No.A | %No.A | No.A | %No.A | No.A | %No.A | NO.TA |%TA
10PG 1 50 1] 50
91PG 1 50 1] 50
Total Aislamientos por
Método 2 0 0 2
Total Géneros por Método 2 0 0 2




ANEXO 7: Relacion de cepas sin estructuras aisladas segun el método empleado

en el Paramo de Cruz Verde

Cepa Método Total
Dilucién Suelo Lavado
No.A | %No.A | No.A | %No.A | No.A | %No0.A | NO.TA | %TA
1Cv 1 12,5 1| 33,33 1 50 3| 23,08
6CV 1] 33,33 1| 7,69
11cv 1| 33,33 1| 7,69
15CV 1 12,5 1| 7,69
24CV 1 12,5 1| 7,69
25CV 1 12,5 1| 7,69
27CV 1 50 1| 7,69
32CV 1 12,5 1| 7,69
33CV 1 12,5 1| 7,69
34CV 1 12,5 1| 7,69
36CV 1 12,5 1| 7,69
Total Aislamientos 8 3 2 13
por Método
Total Géneros por 8 3 2 11
Método




