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RESUMEN

Theobroma spp. se originé en la cuenca del Amazonas de América del Sur. Sin embargo,
las especies de hongos epifitos asociados a estos importantes arboles estrechamente
relacionados nunca han sido estudiados en el Peru, especialmente en areas naturales
protegidas. Este estudio tuvo como objetivo identificar levaduras epifitas asociadas a
especies silvestres de los géneros Theobroma y Herrania en el Parque Nacional Ichigkat
Muja-Cordillera del Condor. Se muestrearon hojas de T. cacao, T. bicolor y Herrania
nycterodendron en 5 parcelas distribuidas de manera estandarizada. El aislamiento se
realiz6 mediante dilucion seriada, lograndose el aislamiento de un total de 60 cepas de
levadura. Estos se caracterizaron macro (forma, color y tamafio de colonia) y micro
morfolégicamente (forma y tamafio de las células, color, presencia de pseudohifas y
forma de reproduccién). Ademads, la caracterizacion molecular se basé en la
secuenciacion de las regiones D1/D2 e ITS. Se identificaron un total de 11 especies de
levaduras, distribuidas en 9 géneros diferentes, tales como: Meyerozyma (1),
Rhodosporidiobolus (1), Wickerhamomyces (1), Hannaella (3), Sporobolomyces (1),
Kwoniella (8), Debaryomyces (1), Candida (1) y Moesziomyces (1). EI género mas
representativo fue Meyerozyma con 46 aislados pertenecientes a la especie M.
guilliermondii. Los indices de diversidad alfa y beta mostraron valores bajos. Los
hospederos con mayor abundancia de especies fueron H. nycterodendron y T. cacao, con
6 especies cada uno. La equitatividad fue baja, siendo M. guilliermondii la especie
dominante. Este es un estudio pionero que revela la diversidad de levaduras asociadas

con Theobroma spp. en la region Amazonas.

Palabras clave: Amazonas, levaduras, molecular
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ABSTRACT

Theobroma spp. originated in the Amazon basin of South America. However, the
epiphytic fungal species associated with these important trees or closely related genera
have never been studied in Peru, especially in protected natural areas. This study aimed
to characterize and identify epiphytic yeasts associated with wild species of the genera
Theobroma and Herrania in the Ichigkat Muja-Cordillera del Condor National Park.
Leaves of T. cacao, T. bicolor and Herrania nycterodendron were sampled in 5 plots
distributed in a standardized manner. The isolation of microorganisms was carried out
using the serial dilution methodology, achieving the isolation of a total of 60 yeast strains.
The isolates were characterized macro (shape, color and colony size) and micro
morphologically (shape and size of cells, color, presence of pseudohyphae and
reproduction structure formation). Additionally, molecular characterization was based on
the sequencing of the D1/D2 and ITS regions. A total of 11 yeast species were identified,
distributed in 9 different genera, such as: Meyerozyma (1), Rhodosporidiobolus (1),
Wickerhamomyces (1), Hannaella (3), Sporobolomyces (1), Kwoniella (8),
Debaryomyces (1), Candida (1), and Moesziomyces (1). The most representative genus
was Meyerozyma with 46 isolates belonging to the species M. guilliermondii. The alpha
and beta diversity indices showed low values. The hosts with the highest species
abundance were H. nycterodendron and T. cacao, with 6 species each. Equitability was
low, with M. guilliermondii as the dominant species. This is a pioneer study on unveiling

the diversity of yeasts associated with Theobroma spp. in the Amazonas region.

Key words: Amazonas, yeast, molecular
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I. INTRODUCCION

Las plantas mantienen relaciones mutualistas con multiples microorganismos. Estas
pueden desarrollarse de manera endofita, que son microorganismos que habitan dentro
del tejido vegetal de su hospedero (Knapp et al., 2012) o epifita que se encuentran en la

superficie del tejido vegetal del hospedero.

La mayoria de los microorganismos epifitos brindan multiples beneficios a las plantas.
Por ejemplo, son la primera linea de defensa de las plantas frente a la llegada de agentes
patégenos (Cano, 2011; Buck, 2002). Esta biodiversidad de microorganismos puede ser
aprovechada para la innovacion biotecnoldgica, y ultimamente los habitats epifitos estan
siendo estudiados con el fin de encontrar microrganismos de importancia biotecnoldgica
para ayudar a solucionar problemaéticas frente a patdgenos en plantas de importancia
(Bhadra et al., 2008; Junior et al., 2022).

Los microorganismos epifitos son indispensables en cualquier planta. El filoplano de
todas las especies vegetales estd asociada a una microfunga exclusiva de una diversidad
de microorganismos. Los microorganismos epifitos mas comunes son las levaduras que
habitan el filoplano de tejidos vegetales. Las levaduras son hongos unicelulares que
generalmente no presentan hifas, estas habitan diversas superficies o dentro del tejido de
su hospedero en el ambiente. Las levaduras representan un porcentaje considerable de la
diversidad presente, en algunos estudios se demostro que estan representadas por una gran
diversidad de especies, encontradas en suelo y en superficies de especies vegetales (Di
Menna, 1959). Ademas, gracias a su adaptabilidad, las levaduras han desarrollado
maltiples mecanismos, y pueden ser usados en campos industriales y biotecnoldgicos
(Uribe, 2007). Sin embargo, existe muy pocas investigaciones para documentar la
diversidad de levaduras, especialmente en nuestro pais. Por lo tanto, identificar las
especies de levaduras epifitas asociadas a cultivos de importancia es la base para
encaminar futuros estudios de innovacion biotecnoldgica aprovechando estos

microorganismaos.

El departamento de Amazonas se caracteriza por producir un cacao nativo de fino aroma,
y por ubicarse en el centro de diversidad del cultivo de cacao (Theobroma cacao) y del
género Theobroma (Bustamante et al., 2022). Sin embargo, el cultivo de cacao y otras
especies cultivadas de Theobroma en nuestra Amazonia, como T. bicolor y T.
grandiflorum, sufren de diversas enfermedades (Diaz-Valderrama et al., 2020). Entre

estas enfermedades destaca la moniliasis, causada por el hongo Moniliophthora roreri
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(Diaz-Valderrama et al., 2022). Ademas, especies de Herrania, género hermano de
Theobroma (Richardson et al., 2015), también son infectadas por M. roreri (Phillips-
Mora & Wilkinson, 2007).

Esta y otras enfermedades son combatidas tradicionalmente con la aplicacion de
fungicidas y practicas culturales (Rios-ruiz, 2017). Una de las alternativas emergentes es
la aplicacion de enemigos naturales como las levaduras que habitan naturalmente el
filoplano del cacao, como se estéa desarrollando ultimamente en Brasil (Neto et al., 2021;
Junior et al., 2022).

Los mas altos indices de diversidad genética de Theobroma se encuentra en las regiones
fronterizas de Peru, Brasil y Colombia y desde el sur del Per( hasta el Amazonas de
Ecuador (Thomas et al., 2012). En esta area se encuentra ubicado el Parque Nacional
Ichigkat Muja-Cordillera del Condor (PNIMCC), area de conservacion que alberga el
Unico ecosistema de Boque Montafioso de la Cordillera Real Oriental, asi como una gran
diversidad de flora, entre ellos Theobroma y Herrania (SERNANP, 2019). Por lo tanto,
el PNIMCC es un area idonea para buscar levaduras epifitas que habitan los filoplanos de
Theobroma y Herrania ubicados en zonas protegidas y por ende no intervenidas por el

hombre.

La exploracion de la diversidad de levaduras, en ambientes naturales como el PNIMCC
puede aportar datos importantes y valiosos sobre su funcion en estos ambientes, y en
futuras investigaciones explorar sus potencialidades de control, contra las enfermedades
de importancia que afectan principalmente al cultivo de cacao y especies de Herrania.
De esta manera ayudar principalmente a los pequefios agricultores a recuperar su
produccién y al desarrollo social y econdémico en general. Por lo tanto, este estudié tuvo
como objetivos especificos: 1) identificar molecularmente las levaduras epifitas aisladas,
2) caracterizar morfolégicamente las levaduras epifitas aisladas, y 3) estimar los indices
de diversidad alfa y beta, abundancia y equitatividad de las levaduras epifitas aisladas.
Con esto tendremos un primer reporte de la diversidad de levaduras epifitas que existen
en esta area natural protegida, para que mas adelante en futuras investigaciones sean
evaluadas y usados como agentes controladores de patdégenos. Esto serd un primer
acercamiento para encontrar levaduras con potencial de biocontrol de patégenos de cacao

como M. roreri.
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Il. MATERIAL Y METODOS

2.1. Area de estudio

La investigacion se realizo, en el &rea de conservacion Parque Nacional Ichigkat Muja-
Cordillera del Condor. Esta area se ubica en los distritos de El Cenepa y Rio Santiago,
perteneciente a la provincia de Condorcanqui, en el departamento de Amazonas.

Figural
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2.2. Poblacion y Muestra

2.2.1. Poblacién

La poblacion estuvo conformada por las especies de levaduras que habitan el filoplano de
plantas silvestres de los géneros Theobroma y Herrania, dentro del Parque Nacional
Ichigkat Muja-Cordillera del Condor.

2.2.2. Muestra

La muestra estuvo conformada por cepas de levaduras que habitaban el filoplano de hojas
de los cinco arboles pertenecientes a los géneros Theobroma y Herrania (Tabla 1). Estos
arboles muestreados se ubicaron en parcelas estratégicamente distribuidas.
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2.2.3. Muestreo

El muestreo fue no probabilistico. Se identifico los arboles de las especies de los generos
de interés en cada parcela, teniendo una planta por parcela. En cada arbol identificado se
muestrearon seis hojas de cada arbol, hojas en buen estado fitosanitario, obteniendo un

total de 30 hojas muestreadas.

Tabla 1

Distribucion de las especies de plantas por parcela

Parcelas Especies muestreadas N° de hojas Coordenadas
muestreadas (UTM)
Parcela 1 Theobroma cacao 6 184325 9665707
Parcela 2 Theobroma cacao 6 184355 9665935
Parcela 3 Herrania nycterodendron 6 184396 9666246
Parcela 4 Herrania nycterodendron 6 184236 9666567
Parcela 5 Theobroma bicolor 6 184018 9666592

2.3. METODOLOGIA

La investigacion se desarroll6 en dos fases: la primera fase se realiz6 en campo, en el
Parque Nacional Ichigkat Muja-Cordillera del Céndor y la segunda fase se desarroll6 en
el Laboratorio de Sanidad Vegetal (LABISANV), del Instituto de Investigacion para el
Desarrollo Sustentable de Ceja de Selva (INDES-CES) de la Universidad Nacional
Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas (UNTRM). La metodologia que se utilizo

se detalla de acuerdo a los objetivos especificos que se plantearon en la investigacion.

2.3.1. Recoleccidon de las hojas muestreadas
En cada parcela con la ayuda de una podadora de mano desinfectada, se recolectaron las
hojas de cada arbol. Las 30 hojas colectadas de los cinco arboles fueron procesadas para

el aislamiento de las levaduras epifitas el mismo dia de colecta.

2.3.2. Aislamiento de levaduras epifitas
El aislamiento de levaduras se realizd a partir de las hojas muestreadas, para lo cual se

siguié dos metodologias.

- En la primera metodologia se realizaron cortes a las hojas en pequefios pedazos

de aproximadamente 1.5 cm x 1.5 cm, los cuales fueron adheridos con vaselina
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en la tapa interior de las placas Petri que contenian Agar Papa Dextrosa (PDA)
con antibiotico (Clorafenicol al 5 %). De esta manera, las esporas producidas por
las levaduras epifitas cayeran al medio de cultivo y puedan crecer hasta observarse
colonias individuales de levaduras.

- Paralelamente, se realiz6 el aislamiento por el método de diluciones seriadas. Se
extrajeron pequefias secciones de 1 cm x 1 cm de hojas estratégicamente extraidas
de lo largo de toda la hoja. Estos fueron colocados en tubos Falcon de pléstico
estéril con 35 ml de solucion salina (cloruro de sodio al 0.9 %). Con la ayuda de
un vortex se agitaron los tubos para poner las levaduras epifitas de los cortes de
hojas en suspension. Se realizaron tres diluciones en serie (1071; 1072y 1073) y
se procedid a inocular 100 pl de cada solucion en placas Petri con PDA. Las placas
se incubaron a 28 C°, durante un promedio de 48 horas, hasta observarse el

crecimiento de colonias individuales de levaduras.

Las colonias de levaduras que estaban en crecimiento en medio PDA de ambas
metodologias fueron transferidas a nuevas placas PDA. Este proceso de re-aislamiento se
realizd en una camara de flujo para evitar contaminacion y tener éxito en el proceso. Se
repitieron los re-aislamientos hasta obtener cultivos puros de las levaduras aisladas. Por
ser cultivos procedentes de colonias individuales, se consideraron a estos aislados como

cultivos monospéricos.

2.3.3. Conservacion de las cepas aisladas

Una vez que las cepas de levaduras se encontraron en cultivo puro, fueron conservadas a
mediano plazo en tubos de ensayo con medio de cultivo PDA a una temperatura de 4 °C,
y a largo plazo en pequefios tubos criogénicos de 2 ml con glicerol al 30 % a una

temperatura de -80 °C.

2.3.4. Caracterizacion molecular de levaduras

2.3.4.1. Extraccién de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de cultivos puros de las cepas de levaduras
aisladas utilizando el kit de extraccion de ADN genémico Wizard® (Promega,

Winconsin, EE.UU), siguiendo las instrucciones del fabricante (Promega, 2019).

e Se coloco parte del tejido de la cepa en un tubo Eppendoorf de 2 ml, al cual se
agrego perlitas de zirconio de 0.5 mm de diametro y 600 pl de solucion Nuclei

Lysis, el primer buffer del kit de extraccion.
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e Luego las muestras se homogenizaron en un vortex durante 15 minutos.

e Posteriormente se incubd las muestras a 65 °C durante 30 minutos en un
Termobloque.

e Estas se centrifugaron a 1500 rpm por 3 minutos.

e En nuevos tubos se agregd 200 ul de la solucion “Protein Precipitation” y a ello
con la ayuda de una pipeta agregamos el liquido sobrenadante de las muestras
centrifugadas.

e Semezcld en el vortex y se centrifugd a 1500 rpm durante 3 minutos.

e Se vertio el sobrenadante en nuevos tubos y afiadimos 600 pl de isopropanol.
Mezclamos en el vortex y centrifugamos a 1500 rpm por 3 minutos.

e Desechamos el liquido sobrenadante.

e Aifadimos 600 ul de alcohol al 70% para lavar el pellet de ADN obtenido en el
paso anterior.

e Mezclamos y centrifugamos durante 3 minutos a 1500 rpm.

e Desechamos el liquido sobrenadante y dejamos secar el pellet durante 30 minutos.

e Luego de que el pellet se haya secado rehidratamos el ADN con 50 pl del buffer
“DNA Rehydration Solution”.

e Por ultimo, se dej6 que el ADN se ponga en solucién durante una noche a 4 °C.

2.3.4.2. Cuantificacion

Para la cuantificacion de ADN se utilizé el Espectrofotometro (BioSpectrometer® basic
— Eppendorf, Nueva Jersey, EE. UU). Se cuantifico colocando 2 pl de cada muestra en el
espectrofotdmetro en donde se realizé las lecturas de la cantidad de ADN de las muestras
extraidas.

2.3.4.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para el proceso de amplificacion la concentracion del ADN fue diluido a una
concentracion de 1 ng/ul para las reacciones de PCR. Se utilizé 2 marcadores. Se utilizo
la region ITS (Internal Transcriber Spacer), la cual comprende las subunidades 1TS2,
5.8Sy el ITS1 del ADN ribosomal (Quijada et al., 1997), considerada como el codigo de
barras estandar para la identificacion de hongos y también aceptado para levaduras
(Schoch et al., 2012). Para este marcador se trabajo con los cebadores ITS4/ITS1F.
Ademas, se amplificd la region LSU (Large SubUnit), con los cebadores NL1/NL4,
siendo esta regién la que ofrece una mayor poder de identificacion de levaduras a nivel

de especie (Kurtzman & Robnett, 1998;Kurtzman et al., 2015). La amplificacion de estos
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marcadores fue mediante PCR, con una solucién mezcla de volumen final de 10 pl
conformada por: 5 pl de dNTP Master mix, 2.6 ul de agua ultrapura, 0.2 pl de primer

forward, 0.2 pl primer reverse y 2 pl de ADN gendmico.

Los ciclos de amplificacion y las condiciones de termociclado de la PCR se realizaron tal
como lo especifican White et al. (1990) y Kurtzman & Robnett (1998). Para la
amplificacion de la region ITS, hubo un precalentamiento a 94°C durante 5 minutos,
seguido por 35 ciclos de calentamiento a 94°C durante 30 segundos, anillamiento a 50°C
durante 45 segundos; elongacion a 72°C durante 1 minuto; y un paso final de post
elongacion a 72°C durante 7 minutos (Manter & Vivanco, 2007). Por su parte, para la
region LSU, hubo un paso de precalentamiento a 95°C durante 5 minutos, seguido por 35
ciclos de calentamiento a 95°C durante 25 segundos, anillamiento a 52°C durante 1
minuto, elongacion a 72°C durante 1 minuto, y un paso final de post elongacién a 72°C

durante 10 minutos

2.3.4.4. Electroforesis

Para conocer si tuvimos éxito en la amplificacion y conocer si el ADN extraido esta
integro, se realizo la técnica de electroforesis, donde las muestras fueron cargadas en un
gel de agarosa al 1 % tefiido con SYBR Safe®, se colocé en cada pocillo del gel nuestra
muestra y se dejé correr por 25 minutos a 100 voltios y 300 mA. Luego de concluida la
migracion del producto de PCR en el gel, el resultado se observé bajo una luz azul
ultravioleta de alta energia, este proceso se realiz6 en un tanque y transluminador Cleaver

RunView.

2.3.4.5. Purificacion y secuenciacion

La purificacion de los productos de PCR y la secuenciacion bajo el método Sanger estuvo
a cargo de una empresa externa (Macrogen, Corea del Sur). La secuenciacion se realiz6
con ambos cebadores de amplificacion para cada region.

2.3.4.6. Andlisis filogenético

Las secuencias generadas se editaron y se ensamblaron mediante el software Sequencher
v.5.4 (Gene Codes, EE. UU.). En este proceso las colas de las secuencias que usualmente
tienden a ser de baja calidad se recortaron y se seleccionaron las partes de las secuencias
de buena calidad. Se ensamblaron las secuencias de cada uno de los cebadores para cada

muestra y se generd un archivo en formato FASTA para proceder con su analisis.
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En el primer paso para la identificacion de cada cepa, se realizo una bisqueda en la base
de datos de secuencias no redundantes de ADN de NCBI (National Center for
Biotechnology Information). Para ello se emple6 el programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (Camacho et al., 2009; Johnson et al., 2008). La busqueda en
este programa nos brind6 una primera aproximacion del género y la especie de la cepa
analizada. Se tomo en cuenta el porcentaje de similitud y cobertura para asignar la especie
de referencia (Altschul et al., 1997). Con la informacion adquirida se buscé literatura
relevante de los géneros y especies asociadas a cada una de las cepas. Se descargaron
secuencias curadas para ambas regiones de dichas especies y otras relacionadas
filogenéticamente. Asimismo, se descargaron otras secuencias que nos sirvieron para

delimitar la raiz de los arboles filogenéticos.

Las secuencias se alinearon en el programa MUSCLE (Edgar, 2004), implementado en el
software MEGA-X (Kumar et al., 2018). Se concatenaron las secuencias de las regiones
ITS y LSU, con SeaView 4.7 (Gouy et al., 2010). Las secuencias alineadas y
concatenadas se procesaron en el portal Web CIPRES Science Gateway v3.3 (Miller et
al., 2011), con el algoritmo de Méaxima Verosimilitud (Stamatakis, 2014). Luego del
analisis filogenético realizado, los arboles filogenéticos fueron visualizados y editados en

el programa FigTree (Rambaut A, 2006).

2.3.5. Caracterizacion morfologica de levaduras
La caracterizacion morfoldgica se realiz6 a partir de cepas en cultivo puro, tanto a nivel

macro como microscépico a los 7 dias de crecimiento en medio PDA).

e Caracterizacién macroscépica.
La caracterizacion macroscopica se realizé a partir de cepas frescas. Describimos
el color, margen, elevacion de colonia, brillo, textura, aspecto de la colonia y
presencia de pseudomicelio.

e Caracterizacion microscopica.
La caracterizacion microscopica se realizo a partir de cepas frescas. Primero se
tomd cuidadosamente una pequefia cantidad de células y se colocé en un
portaobjetos de microscopio. Aplicamos Lactofenol, colocamos un cubreobjetos
sobre la muestra y la observamos sobre un microscopio. Se observd y describi6 la
forma de las células, tamafio, color, presencia de pseudohifas y la forma de

reproduccion.
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2.3.6. Estimacion de los indices de diversidad de las levaduras epifitas
Con las especies identificadas se calcularon los indices de diversidad. Para ello se utiliz6
el software R con los paquetes “vegan” y "BordiversityR", en donde se calculo la

diversidad alfa a nivel de parcelas y hospedero del cual ha sido aislado el microorganismo.

Para calcular la diversidad alfa, se uso el indice de Shannon-Weiner, que nos permite
observar la diversidad de especies encontradas dentro de cada categoria (parcela y
hospedero). Los valores van de 0 a 5, siendo de 0 — 1,35, diversidad baja; de 1,36 — 3.5,
representa una diversidad media; y mayores a 3.5, se considera una diversidad alta
(Moreno et al., 2006).

La formula empleada para calcular este indice fue:

H=-3 piLnpi
En donde:

H = indice de Shannon-Weiner
Ln = Logaritmo natural

pi = Numero de individuos de la especie, dividido entre el nimero total de la muestra.

La diversidad beta se calcul6 usando el indice de similitud/disimilitud, con datos cualitativos,
en donde se utilizo el coeficiente de similitud de Jaccard. Para este indice, el intervalo de
valores va de 0 a 1, donde O indica que no hay especies compartidas entre ambos sitios
evaluados y 1 cuando los dos sitios evaluados tienen la misma composicion de especies
(Magurran, 1998).

La formula empleada para calcular este indice fue:

c

= —
/ a+b—-c
Donde:

a = numero de especies presentes en el sitio A
b = nimero de especies presentes en el sitio B

€ = namero de especies presentes en ambos sitios Ay B
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Se evaluo la abundancia de las especies, por parcela y por hospedero.

La equitatividad se calculé empleando el indice de equidad de Pielou, que mide la
proporcién de la diversidad observada con relacion a la maxima diversidad posible. El
intervalo de medida va de O — 1, en donde 1 representa a situaciones en donde todas las

especies son igualmente abundantes (lannacone et al., 2016).

La formula empleada fue la siguiente:

_ H
Log,S

En donde:

S = NUmero méximo de especies en la muestra

H = Indice de Shannon-Weiner
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I11. RESULTADOS

3.1. Caracterizacion molecular de levaduras.

La caracterizacion molecular fue conformada por la comparacion de secuencias de
especies relacionadas mediante un andlisis filogenético, para el cual se descargaron
secuencias de cepas tipo y de referencia para cada especie. Se realizé el arbol filogenético
con las secuencias concatenadas de las regiones ITS y LSU del ADNr, dichos arboles
fueron realizados por cada género.

3.1.1. Meyerozyma guilliermondii

De las 60 cepas obtenidas, 46 fueron asociadas a la especie Meyerozyma guilliermondii.
Por lo tanto, se obtuvieron secuencias de esta y otras especies cercanas relacionadas
filogenéticamente para determinar con exactitud la especie de acuerdo a literatura (de
Lima Targino et al., 2022; Romi et al., 2014). Se utilizaron las secuencias de ITSy LSU
concatenadas. Luego del analisis filogenético se determind que las 46 cepas se asocian
estrechamente a la especie Meyerozyma guilliermondii, con un alto soporte (89% de

soporte Bootstrap), esto se muestra en la Figura 2.
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Figura 2
Arbol filogenético del taxn Meyerozyma
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3.1.2. Rhodosporidiobolus ruineniae

De las cepas aisladas, cuatro de ellas fueron asociadas a la especie Rhodosporidiobolus
ruineniae, por lo que se utilizaron secuencias de cepas tipo y referencia de esta y otras
especies filogenéticamente relacionadas de acuerdo a la literatura (Masiulionis &
Pagnocca, 2017). Se utilizaron las secuencias de ITS y LSU concatenadas, al realizar el
analisis filogenético se determiné que las cuatro cepas estan asociadas estrechamente con
un alto porcentaje de soporte (91% de soporte Bootstrap) a la especie Rhodosporidiobolus

ruineniae, lo cual se muestra en la Figura 3.

Figura 3
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3.1.3. Wickerhamomyces edaphicus

De todos los aislamientos, una cepa fue asociada a la especie Wickerhamomyces
edaphicus, comparamos a la especie con las secuencias tipo relacionadas
filogenéticamente de las especies del mismo taxdn de acuerdo a la literatura (Limtong et
al., 2009; De Garcia et al., 2010), . Se utilizaron las secuencias de LSU concatenadas, al
realizar el analisis filogenético se determind que la cepa esta asociada estrechamente con
un porcentaje aceptable de soporte (97% de soporte Bootstrap) a la especie
Wickerhamomyces edaphicus, se muestra en la Figura 4.

Figura 4

Arbol filogenético del taxon Wickerhamomyces
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3.1.4. Hannaella

De los aislamientos, tres de las cepas fueron asociadas al género Hannaella, estas a
especies diferentes, las secuencias de estas cepas se las asocio a especies estrechamente
relacionadas filogenéticamente segun literatura (Han et al., 2017; Kaewwichian et al.,
2015; Landell et al., 2014) , luego del andlisis filogenético se encontrd 3 especies
Hannaella phetchabunensis, Hannaella taiwanensis y Hannaella sp, esta ultima
estrechamente a la secuencia de una cepa no identificada a nivel de especie, aislada del
pico de colibri (Belisle et al., 2014), y a otras secuencias de aislados no publicados de
Hannaella, por lo tanto se le clasifica como una especie no reportada. Se utilizaron las
secuencias de ITS y LSU concatenadas, al realizar el analisis filogenético se determiné
que la cepa esta asociada estrechamente con un alto porcentaje de soporte (85%, 100% y
98% de soporte Bootstrap) respectivamente, lo cual se muestra en la Figura 5.

Figura 5

Arbol filogenético del taxon Hannaella
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3.1.5. Sporobolomyces japonicus

De las cepas aisladas, una cepa fue asociada a la especie Sporobolomyces japonicus.
Comparamos a la secuencia con las secuencias tipo de las especies del mismo taxon que
se encuentran estrechamente relacionadas filogenéticamente de acuerdo a la literatura
(Satoh & Makimura, 2008; Libkind et al., 2003). Se utilizaron las secuencias de ITS y
LSU concatenadas, al realizar el analisis filogenético se determin6 que la cepa esta
asociada estrechamente con un alto porcentaje de soporte (100% de soporte Bootstrap) a
la especie Sporobolomyces japonicus, como se muestra en la Figura 6.

Figura 6
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3.1.6. Kwoniella heveanensis

De las cepas aisladas, 2 cepas fueron asociadas a la especie Kwoniella heveanensis, se
comparé las secuencias con las secuencias tipo de las especies que estan relacionadas
filogenéticamente segun literatura (Statzell-Tallman & Fell, 2011; Sun et al., 2011). Se
utilizaron las secuencias de ITS y LSU concatenadas, a realizar el analisis filogenético se
determind que la cepa estd asociada estrechamente con un alto porcentaje de soporte
(100% de soporte Bootstrap) a la especie Kwoniella heveanensis, se muestra en la Figura
1.

Figura 7
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3.1.7. Debaryomyces hansenii

De las cepas aisladas, una cepa fue asociada al género Debaryomyces. La secuencia
generada se compar6 con especies del mismo taxdn, resultando que la cepa se asocia a
Debaryomyces hansenii y Debaryomyces prosopidis, siendo estas especies genéticamente
muy cercanas (Phaff et al., 1998). Se utilizaron las secuencias de LSU concatenadas, al
realizar el analisis filogenético se determind que esta cepa esta relacionado a estas dos
especies mencionadas, por lo cual en este caso se consideré6 como Debaryomyces

hansenii, por ser la especie identificada mas antigua, se muestra en la Figura 8.

Figura 8
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3.1.8. Candida aff. insectorum

De las cepas aisladas, una cepa fue asociada al género Candida, la secuencia generada de
la cepa, se compard con especies relacionadas filogenéticamente segun el BLAST vy la
literatura (Groenewald et al., 2011a), Se utilizaron las secuencias de ITS y LSU
concatenadas, al realizar el analisis filogenético, se encontrd que es una especie cercana
a la especie Candida insectorum, pero no se asocia con la secuencia tipo de dicha especie,
pero se asocia con una secuencia de la misma especie pero que no se encuentra publicada,
por lo cual se identifico como Candida aff. insectorum, porque los rasgos observados
coinciden con el taxon indentificado, pero las observaciones son insuficientes para

definirlo como nueva especie, se muestra en la Figura 9.

Figura 9
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3.1.9. Moesziomyces cf. antarticus

De los aislados, una cepa fue asociada al género Moesziomyces. La secuencia generada
de la cepa, se compard con especies relacionadas filogenéticamente segun el BLAST y la
literatura (Seo et al., 2007; Liu et al., 2019), Se utilizaron las secuencias de ITSy LSU
concatenadas, al realizar el andlisis filogenético, en donde se encontré que nuestra cepa
es cercana a la especie Moesziomyces antarticus, pero no tiene considerable porcentaje
de soporte en el arbol filogenético, por lo cual se le consider6 como Moesziomyces cf.
antarticus, porque no se puede afirmar con seguridad, pero morfolégicamente parece que

pertenece a esta especie, se muestra en la Figura 10.

Figura 10
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3.2. Caracterizacion morfoldgica de levaduras
Se aislaron un total de 60 cepas clasificadas en 11 especies (Tabla 2). Las especies mostraron diferencias a nivel macroscopico (color, margen,
elevacion de colonia, brillo, textura, aspecto de la colonia y presencia de pseudomicelio) y a nivel microscopico en la forma de las células, tamafio,

color, presencia de pseudohifas y la forma de reproduccién (Tabla 2).

Tabla 2

Descripcion de la caracterizacion morfologica de las especies identificadas de levaduras

Especie N° de Cadigo de las cepas Descripcion macro morfoldgica Descripcion micro morfoldgica

cepas

EGZ-01; EGZ-02; EGZ-04; Colonia de color blanca cremosa, Células con forma elipsoidales y
EGZ-08; EGZ-10; EGZ-11; superficie lisa, borde rizoide, ovoides, con tamafio promedio de 7.0
EGZ-12; EGZ-14; EGZ-15; elevacion planoconvexa, textura pm x 2.0 um (3.0 —14.9 um de largo;
EGZ-16; EGZ-19; EGZ-22; butirosa, aspecto humedo y 1.4 — 3.4 pm de ancho, n = 50),

EGZ-23; EGZ-24; EGZ-25; presencia de pseudomicelio. hialinas, reproduccion asexual por
EGZ-26; EGZ-27; EGZ-28; gemacion y presencia escasa de
EGZ-29; EGZ-30; EGZ-33; pseudohifas.

Meyerozyma EGZ-34;, EGZ-35; EGZ-36;

guilliermondii (Figura 46 EGZ-37; EGZ-40; EGZ-41,

11) EGZ-42; EGZ-43; EGZ-44;

EGZ-45; EGZ-46; EGZ-47,
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Especie

N° de

cepas

Caddigo de las cepas

Descripcion macro morfologica

Descripcion micro morfoldgica

EGZ-50; EGZ-52; EGZ-53;
EGZ-54; EGZ-55; EGZ-56;
EGZ-57, EGZ-58; EGZ-59;
EGZ-60; EGZ-61; EGZ-62;

EGZ-63

Rhodosporidiobolus

ruineniae (Figura 12)

EGZ-09; EGZ-13; EGZ-21,;

EGZ-39

Colonia de color roja a rosada,
superficie rugosa, borde ondulado,
elevacidn convexa, textura rasgada

y de aspecto seco.

Células con forma elipsoidales,
ovoides y alargadas, con tamafio
promedio de 10.0 um X 5.0 gm pm
(6.4 — 16.2 um de largo; 2.4 — 8.3 um
de ancho, n = 50), hialinas,

reproduccion asexual por gemacion.

Wickerhamomyces
edaphicus (Figura 13)

EGZ-38

Colonia de color blanca, superficie
rugosa surcada con pliegues, borde
ondulado, elevacion plana, aspecto
seco Yy escasa presencia de

pseudomicelio.

Células con forma cilindrica y ovoide,
con tamafio promedio de 5.0 um x 5.0
pum (2.8 — 8.0 um de largo; 2.6 — 7.5
um de ancho, n = 50), hialinas,

reproduccion asexual por gemacion.

38



Especie N° de Caddigo de las cepas Descripcion macro morfologica Descripcion micro morfolédgica
cepas
Colonia de color mostaza, Células con forma cilindrica y
superficie lisa, borde ondulado, alargada, contamafio promedio de 6.0
Hannaella 1 EGZ-06 elevacion convexa, textura pm x 4.0 pum (2.9 — 6.1 pm de largo;
phetchabunensis butirosa, brillante, y aspecto 3.8 — 10.5 um de ancho, n = 50),
(Figura 14) humedo. hialinas, reproduccion asexual por
gemacion.
Colonia de color mostaza claro, Células con forma cilindrica y
superficie rugosa fisurada, borde alargada, contamafio promedio de 5.0
Hannaella taiwanensis 1 EGZ-48 ondulado, elevaciéon pum x 4.0 um (2.8 — 7.5 um de largo;
(Figura 15) planoconvexa, textura butirosa, 3-8.9 um de ancho, n=50), hialinas,
brillante y de aspecto hiumedo reproduccion asexual por gemacion.
Colonia de color mostaza, Célulascon formaovoidey alargadas,
superficie lisa, borde ondulado, con tamafio promedio de 7.0 umx 4.0
Hannaella sp. (Figura 1 EGZ-51 elevacion convexa, textura pum (4.9 —10.0 um de largo; 2.7 - 7.9

16)

butirosa, brillante y de aspecto

hamedo.

pm de ancho, n = 50), hialinas,

reproduccion asexual por gemacion.
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Especie N° de Caddigo de las cepas Descripcion macro morfologica Descripcion micro morfolédgica
cepas

Colonia de color anaranjado, Células con forma ovoide, con
superficie  rugosa,  fisurada, tamafo promedio de 8.0 um x 4.0 pm
Sporobolomyces 1 EGZ-49 surcada, borde ondulado, (3.8-17.6 um de largo; 2.2 — 7.3 um
japonicus (Figura 17) elevacién planoconvexa y de de ancho, n = 50), hialinas y con

aspecto seco. reproduccion asexual por gemacion.
Color blanco amarillento, Células con forma cilindricay ovoide,
superficie rugosa, poco fisurada, con tamafio promedio de 6.0 um x 5.0
Kwoniella heveanensis 2 EGZ-07; EGZ-64 borde ondulado, elevaciéon pum (2.8 — 8.4 um de largo; 2.5 - 5.9
(Figura 18) planoconvexa, brillante y de um de ancho, n = 50), hialinas y
aspecto himedo. presenta reproducciéon asexual por

gemacion.

Color blanco, algodonoso, Células con forma cilindricay ovoide,
superficie lisa, borde ondulado, con tamafio promedio de 4.0 umx 3.0
Debaryomyces 1 EGZ-31 elevacion convexa y de aspecto pm (1.9 — 4.8 um de largo; 3.2 — 6.3

hansenii (Figura 19)

himedo.

um de ancho, n = 50), hialinas y
presenta reproduccion asexual por

gemacion.

Color blanco, algodonoso, de

superficie de lisa a fisurada, borde

Células con forma ovoide, con

tamario promedio de 4.0 pm x 3.0 pm
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Especie

N° de

cepas

Caddigo de las cepas

Descripcion macro morfologica

Descripcion micro morfoldgica

Candida aff.
insectorum (Figura
20)

EGZ-03

espiculado, elevacion
planoconvexa, presencia escasa de
pseudomicelio, opaca y de aspecto

Seco.

(1.9 — 4.6 um de largo; 2.8 — 7.3 um
de ancho, n = 50), hialinas, presencia
de pseudohifas vy presenta

reproduccion asexual por gemacion.

Moesziomyces cf.

antarticus (Figura 21)

EGZ-20

Color rosado claro, superficie
rugosa, parcialmente fisurada,
borde ondulado, presencia cuerpo

fructifero, de aspecto opaco y seco.

Células con forma alargada, de
tamafio promedio de 10.0 pm x 3.0
pum (1.8 — 4.2 um de largo; 3.7 — 17.4
um de ancho, n = 50), hialinas,
presenta reproduccion asexual por

gemacion.
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Figura 11
Morfologia de la especie Meyerozyma guilliermondii (EGZ-43). (A) Morfologia de la
colonia; (B) morfologia de las células, escala referente a 20 um

Figura 12
Morfologia de la especie Rhodosporidiobolus ruineniae (EGZ-21). (A) Morfologia de
la colonia; (B) Morfologia de las células, escala referente a 20 um

A B

Figura 13
Morfologia de la especie Wickerhamomyces edaphicus (EGZ-38). (A) Morfologia de la
colonia; (B) Morfologia de las células, escala referente a 20 pm
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Figura 14
Morfologia de Hannaella phetchabunensis (EGZ-06). (A) Morfologia de la colonia; (B)

Morfologia de las células, escala referente a 20 um

&

Figura 15
Morfologia de Hannaella taiwanensis (EGZ-48). (A) Morfologia de la colonia; (B)

Morfologia de las células, escala referente a 20 pm.

Figura 16
Morfologia de la especie Hannaella sp. (EGZ-51). (A) Morfologia de la colonia; (B)

Morfologia de las células, escala referente a 20 um
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Figura 17
Morfologia de Sporobolomyces japonicus (EGZ-49). (A) Morfologia de la colonia; (B)

Morfologia de las células, escala referente a 20 um

A B »
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Figura 18
Morfologia de Kwoniella heveanensis (EGZ-07). (A) Morfologia de la colonia; (B)

Morfologia de las células, escala referente a 20 um

Figura 19
Morfologia de Debaryomyces hansenii (EGZ-31). (A) Morfologia de la colonia; (B)

Morfologia de las células, escala referente a 20 um
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Figura 20
Morfologia de Candida aff. insectorum (EGZ-03). (A) Morfologia de la colonia; (B)

Morfologia de las células, escala referente a 20 pm.

A

20 pm

Figura 21

Morfologia de Moesziomyces cf. antarticus (EGZ-20). (A) Morfologia de la colonia; (B)

morfologia de las células, escala referente a 20 um

20 pm
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Especies de levaduras identificadas molecularmente y caracterizados morfoldgicamente

de todos los aislados obtenidos.
Tabla 3

Namero de cepas identificadas por especie

Especies N° de cepas

Candida aff. insectorum
Debaryomyces hansenii
Hannaella phetchabunensis
Hannaella sp.

Hannaella taiwanensis
Kwoniella heveanensis
Meyerozyma guilliermondii
Moesziomyces cf. antarticus
Rhodosporidiobolus ruineniae
Sporobolomyces japonicus

Wickerhamomyces edaphicus

1

N R R R

N N =

3.3. Indices de diversidad
3.3.1. Indice de diversidad

a) Diversidad en base a parcelas

Tabla 4
Ndmero de especies por parcela (PAR).

PAR-1  PAR-II

PAR-I11

PAR-IV

PAR-V

o

Candida aff. insectorum
Debaryomyces hansenii
Hannaella phetchabunensis
Hannaella sp.

Hannaella taiwanensis

. O O F O -

Kwoniella heveanensis
Meyerozyma guilliermondii 10
Moesziomyces cf. antarticus 0
Rhodosporidiobolus ruineniae

Sporobolomyces japonicus 0

Wickerhamomyces edaphicus 0

TOTAL 15

~N O O B kP U0 O O O O O

P B B O 0 O B O O O O

[EEY
N

15

60
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e Diversidad alfa

Luego de la identificacion de las especies de levaduras, se calcul6 el indice de Shannon-
Weiner. En general, el PNIMCC posee una diversidad baja de levaduras epifitas, donde la
parcela cuatro, cuenta con una mayor diversidad entre todas con un valor de 1.099 y la parcela

tres, con una diversidad minima de 0.3046, estos datos se muestran en la tabla 5.

Tabla 5
Valores de indice de Shannon-Weiner por parcela

Parcelas Valor de indice de Shannon-Weiner

PAR-I 1.081
PAR-II 0.7963
PAR-I1II 0.3046
PAR-1V 1.099
PAR-V 0.4851

e Diversidad beta

Se calcul6 el indice de Jaccard para conocer la diversidad beta de especies de levaduras
entre parcelas. Se calculé la distancia entre parcelas o el indice de disimilitud, por lo cual
se elaboro el dendrograma en donde nos indica la similitud entre las misma. Segun el
indice de Jaccard, la Parcela 1 y 11, tienen un mayor indice de similaridad, asi mismo como
la parcela Il y V, sin embargo, la parcela 1V, tiene especies con mayor diversidad

diferente a las demas, estos datos se muestran en la tabla 6.

Tabla 6

indice de disimilitud o distancia entre parcelas

PAR-I PAR-Il  PAR-III PAR-IV
PAR-II 0.667
PAR-III 0.833 0.750

PAR-IV 0.750 0.667 0.833
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Figura 22

Dendrograma de similitud de especies por parcela
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e Abundancia de especies por parcela

Se calcul6 la abundancia de especies por parcela, en donde las parcelas | y 1V, tienen la

mayor abundancia de especies con un total de 5 especies de levaduras epifitas, como se
evidencia en la Tabla 7.

Tabla 7

Abundancia de especies por parcela

Parcelas Abundancia de especies Especies

Candida aff. insectorum, Hannaella
phetchabunensis, Kwoniella
heveanensis, Meyerozyma

guilliermondii, Rhodosporidiobolus
PAR-I 5 ruineniae,

Meyerozyma
guilliermondii, Moesziomyces cf.

antarticus, Rhodosporidiobolus
PAR-I1I 3 ruineniae,

Debaryomyces hansenii,
PAR-I1II 2 Meyerozyma guilliermondii,
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Hannaella taiwanensis,
Meyerozyma guilliermondii,
Rhodosporidiobolus ruineniae,
Sporobolomyces japonicus,

PAR-1V 5 Wickerhamomyces edaphicus.

Hannaella sp., Kwoniella
heveanensis, Meyerozyma

PAR-V 3 guilliermondii

e Equitatividad de especies por parcela

Las parcelas muestran un valor del indice variado, en donde las parcelas I, 11 'y 1V,
demuestran una equitatividad promedio, pero en general se observa un indice de
equitatividad baja, probablemente debida a la dominancia de cepas de una misma especie
como lo es en este estudio la presencia de la especie Meyerozyma guilliermondii, los datos

se observan en la Tabla 8.

Tabla 8
Equitatividad de las especies por parcela

Parcelas Equitatividad

PAR-I 0.6713983
PAR-II 0.7248341
PAR-III 0.439497

PAR-IV 0.6826062
PAR-V 0.4415517
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b) Diversidad en base a Hospedero.

Tabla 9

Namero de especies por hospedero

Herrania Theobroma Theobroma
nycterodendron bicolor cacao TOTAL
Candida aff. insectorum 0 0 1 1
Debaryomyces hansenii 1 0 0 1
Hannaella
phetchabunensis 0 0 1 1
Hannaella sp. 0 1 0 1
Hannaella taiwanensis 1 0 0 1
Kwoniella heveanensis 0 1 1 2
Meyerozyma
guilliermondii 18 13 15 46
Moesziomyces cf.
antarticus 0 0 1 1
Rhodosporidiobolus
ruineniae 1 0 3 4
Sporobolomyces
japonicus 1 0 0 1
Wickerhamomyces
edaphicus 1 0 0 1
TOTAL 23 15 22 60

e Diversidad alfa

En general, el area muestreada posee una diversidad baja de levaduras epifitas, siendo el
hospedero Theobroma cacao el de mayor diversidad. Sin embargo, esta diversidad es baja
con un indice de Shannon de 1.09 (Tabla 10).
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Tabla 10

Valores de indice de Shannon-Weiner por Hospedero

Hospedero Valor de indice de Shannon-Weiner
Herrania nycterodendron 0.8735
Theobroma bicolor 0.4851
Theobroma cacao 1.0948

e Diversidad beta

Existe una mayor similitud de especies encontradas en los hospederos Theobroma cacao
y Theobroma bicolor, a diferencia de Herrania nycterodendron, que albergo diferentes
especies de levaduras, pero en general las similitudes son bajas (Tabla 11).,

Tabla 11

indice de disimilitud entre hospederos

Herrania Theobroma

nycterodendron  bicolor

Theobroma bicolor 0.88
Theobroma cacao 0.80 0.71
Figura 23

Dendrograma de similitud entre hospederos
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e Abundancia de especies por hospedero
Las especies Herrania nycterodendron y Theobroma cacao, tienen la mayor abundancia
de especies con un total de 6 especies, siendo estos los hospederos con mayor abundancia,

como se muestra en la Tabla 12.

Tabla 12

Abundancia de especies por hospedero

Abundancia Especies

Hospedero de especies

Debaryomyces hansenii , Hannaella
taiwanensis, Meyerozyma

guilliermondii, Rhodosporidiobolus

Herrania nycterodendron 6 ruineniae, Sporobolomyces japonicus,
Hannaella sp., Kwoniella heveanensis,
Theobroma bicolor 3 Meyerozyma guilliermondii.

Candida aff. insectorum, Hannaella
phetchabunensis, Kwoniella
heveanensis, Meyerozyma
guilliermondii, Moesziomyces cf.

Antarticus, Rhodosporidiobolus

Theobroma cacao 6 ruineniae,

e Equitatividad de las especies por hospedero

El hospedero Theobroma cacao albergd una mayor equitatividad de especies. Sin

embargo, la equitatividad de especies en general es bajo, como se evidencia en la Tabla

13.

Tabla 13

Equitatividad de especies por hospedero

Hospedero Equitatividad
Herrania nycterodendron 0.49
Theobroma bicolor 0.44
Theobroma cacao 0.61
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IV. DISCUSION

Actualmente la biodiversidad de las levaduras epifitas es poco estudiada y se conoce muy
poco de sus propiedades y el papel que cumplen en su habitat y con su hospedero. Este
estudio es uno de las primeras investigaciones de levaduras epifitas asociadas a especies

vegetales en la region Amazonas y en el Peru.

En este estudio se identifico la diversidad de especies de levaduras epifitas asociadas al
filoplano de las hojas en especies de Theobroma y Herrania, en el Parque Nacional
Ichigkat Muja-Cordillera del Céndor, un &rea natural protegida que alberga gran
diversidad de ecosistemas y especies de flora, fauna y microorganismos (SERNANP,
2019).

La biologia molecular es una herramienta eficiente, que en conjunto con la caracterizacion
morfologica, nos permite alcanzar la identificacion de microorganismos como las

levaduras a nivel de especie (Pérez-Trallero, 2003).

Meyerozyma guilliermondii se encuentra distribuido ampliamente en la naturaleza y
puede ser aislado de diversas superficies como suelo, plantas, insectos, agua de mar,
exudados de arboles, ademas de encontrarse en la microflora humana (Rosales-Lo6pez et
al., 2018; Castellani, 1912; J. & Burton, 1954; Kurtzman & Suzuki, 2010), coincidiendo
con nuestro estudio el cual fue aislada de tejido vegetal, siendo esta especie la mas

abundante.

Por su parte el género Candida ha sido aislada de diversas superficies como frutas (Feoli
et al., 1997), cuerpo de insectos (Amy et al., 2007), especies vegetales (Nagatsuka et al.,
2009) y como enddfitos en hojas (Lopes et al., 2015), esta informacién corrobora con
encontrado en la presente investigacion, donde la cepa que corresponde a la especie del

género Candida fue aislado a partir de la superficie del tejido vegetal de arboles.

Otro género obtenido en este estudio fue Hannaella (Basidiomycota). La mayoria de
especies del género Hannaella han sido aisladas de hojas, es decir es un género de
levaduras predominantemente epifitas (Kaewwichian et al., 2015; Landell et al., 2014;
Surussawadee et al., 2015; Surussawadee et al., 2015). De igual modo especies del género
Sporobolomyces, aislado de diversas superficies y también de hojas de especies vegetales
(Ponzoni et al., 2008; Bai et al., 2002). EI género Debaryomyces ha sido aislado también
como endofito (Bertini, 2018), confirmando su supervivencia como un microrganismo

enddfito y epifito en sus hospederos. Por su parte, especies del género Wickerhamomyces
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han sido aisladas de diversos habitats como insectos, aves, sabia de arboles, suelo
(Francesca et al., 2013; Ninomiya et al., 2013; Limtong et al., 2009; De Garcia et al.,
2010) y de hojas (Groenewald et al., 2011b). EI género Rhodosporidiobolus se encuentra
presente en diversas superficies y también en hojas de especies vegetales (Statzell-
Tallman et al., 2008). Levaduras del género Kwoniella se han encontrado en diversas
superficies como superficies de plantas (Statzell-Tallman et al., 2008; Statzell-Tallman
et al., 2008) y el genero Moesziomyces, aislado de diversas superficies como microbiota
humana y del agua (Liu et al., 2019)Vanky, 1986; Vanky, 1986; Vanky, 1986).
Coincidiendo con este estudio que estas especies de levaduras fueron aisladas de la
superficie de especies vegetales.

En este estudio de un total de 60 aislados de levaduras epifitas del PNIMCC, se identificd
11 especies, que corresponden a 9 géneros. La especie Meyerozyma guilliermondii fue
sorprendentemente la mas abundante. Otras especies que destacan son
Rhodosporidiobolus ruineniae y Kwoniella heveanensis, pero en general se encontr6 una
diversidad media de levaduras segun el indice de Shannon. En Brasil se aislaron 225
cepas de levaduras de la superficie de hojas, flores y frutos del arbol de cacao en donde
encontraron 20 especies distribuidos en 11 géneros. En este caso el género Hannaella
fue el méas abundante, y predomind la clase Basidiomycota en comparacién con
Ascomycota (Neto et al., 2021). Similares resultados fueron obtenidos por Estrela Junior
et al. (2022). Esto difiere con nuestro estudio, en donde de todos los aislados predomin6
la especie Meyerozyma guilliermondii (Ascomycota). Esto coincide con otros estudios de

aislados de la misma especie, que la consideran una especie ubicua (Wickerham, 1966).

Los microorganismos como las levaduras se encuentran en diversas superficies, pueden
ser aisladas de diversas fuentes, muchas de estas pueden ser de gran beneficio para con
su hospedero, asi como también causante de enfermedades para los mismos, por lo cual
su estudio para conocer sus potencialides es indispensable, en este estudio se logré la
identificacion de especies de levaduras asociadas a arboles de importancia econémica en
nuestro pais, para que en futuras investigaciones estos microorganismos sean evaluados

frente a patdgenos de estas especies vegetales.
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V. CONCLUSIONES

O

Se identificaron 11 especies de levaduras, distribuidas en 9 géneros: Meyerozyma
(1), Rhodosporidiobolus (1), Wickerhamomyces (1), Hannaella (3),
Sporobolomyces (1), Kwoniella (8), Debaryomyces hansenii (1), Candida aff.
insectorum (1) y Moesziomyces cf. antarticus (1).

Se caracterizd morfoldgicamente todas las cepas de levaduras aisladas en donde
se encontro diferencias a nivel macroscépica y microscopica en las 11 especies
identificadas molecularmente.

Se obtuvo una diversidad alfa baja de especies por parcela y por hospedero.

La diversidad beta también fue baja, es decir, no existi6 mucha similitud de las
especies entre parcela y hospedero, ya que su indice de similitud entre ellas es
menor al 40%.

Las parcelas con mas abundancia de especies fueron las parcelas | y IV con
especies cada una, los hospederos Herrania nycterodendron, con 6 especies y
Theobroma cacao, con 6 especies.

La equitatividad de las especies encontradas en general fue baja, lo cual se debe a
la dominancia de alguna especie como Meyerozyma guilliermondi, sobre otras

especies encontradas.
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VI. RECOMENDACIONES

o Realizar un muestreo méas representativo y equitativo del PNIMCC, con la
finalidad de identificar mayor diversidad de especies de levaduras y estas sean
evaluadas para el control bioldgico de patdgenos.

o Realizar un muestreo no solo de hojas, si no también incluir frutos, flores, y demés
tejidos de las especies vegetales muestreadas, para evaluar diferencias o
potencialidades de las levaduras aisladas.

o De las levaduras identificadas en este estudio, realizar una investigacion de
antagonismo contra Moniliophthora roreri y otros fitopatdgenos, para identificar
las levaduras identificadas con potencial antagdnico frente a este patdgeno,

causante de problemas fitosanitarios en especies de Theobroma y Herrania.
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Anexo 1. Data base de los aislados

ANEXOS

CLASE GENERO ESPECIE AISLADO PARCELA COORDENADAS ALTITUD AEEESION
(UTM) ITS LSU
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-01 PAR-I 184325 9665707 226 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-02 PAR-I 184325 9665707 226 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-04 PAR-I 184325 9665707 226 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-08 PAR-I 184325 9665707 226 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-10 PAR-I 184325 9665707 226 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-11 PAR-I 184325 9665707 226 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-12 PAR-I 184325 9665707 226 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-14 PAR-I 184325 9665707 226 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-15 PAR-I 184325 9665707 226 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-16 PAR-I 184325 9665707 226 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-19 PAR-I1I 184355 9665935 360 - -
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ACCESION

CLASE GENERO ESPECIE AISLADO PARCELA COORDENADAS ALTITUD
(UTM) ITS LSuU

Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-22 PAR-1I 184355 9665935 360 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-23 PAR-1I 184355 9665935 360 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-24 PAR-1I 184355 9665935 360 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-25 PAR-1I 184355 9665935 360 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-26 PAR-III 184396 9666246 242 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-27 PAR-III 184396 9666246 242 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-28 PAR-III 184396 9666246 242 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-29 PAR-III 184396 9666246 242 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-30 PAR-III 184396 9666246 242 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-33 PAR-III 184396 9666246 242 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-34 PAR-III 184396 9666246 242 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-35 PAR-III 184396 9666246 242 - -
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ACCESION

CLASE GENERO ESPECIE AISLADO PARCELA COORDENADAS ALTITUD
(UTM) ITS LSU

Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-36 PAR-III 184396 9666246 242 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-37 PAR-III 184396 9666246 242 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-40 PAR-1V 184236 9666567 281 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-41 PAR-IV 184236 9666567 281 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-42 PAR-IV 184236 9666567 281 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-43 PAR-1V 184236 9666567 281 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-44 PAR-IV 184236 9666567 281 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-45 PAR-1V 184236 9666567 281 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-46 PAR-IV 184236 9666567 281 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-47 PAR-1V 184236 9666567 281 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-50 PAR-V 184018 9666592 287 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-52 PAR-V 184018 9666592 287 - -
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ACCESION

CLASE GENERO ESPECIE AISLADO PARCELA COORDENADAS ALTITUD
(UTM) ITS LSuU

Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-53 PAR-V 184018 9666592 287 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-54 PAR-V 184018 9666592 287 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-55 PAR-V 184018 9666592 287 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-56 PAR-V 184018 9666592 287 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-57 PAR-V 184018 9666592 287 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-58 PAR-V 184018 9666592 287 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-59 PAR-V 184018 9666592 287 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-60 PAR-V 184018 9666592 287 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-61 PAR-V 184018 9666592 287 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-62 PAR-V 184018 9666592 287 - -
Ascomycota Meyerozyma M. guilliermondii EGZ-63 PAR-V 184018 9666592 287 - -
Ascomycota Candida C. aff. insectorum EGZ-03 PAR-I 184325 9665707 226 - -
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ACCESION

CLASE GENERO ESPECIE AISLADO PARCELA COORDENADAS ALTITUD
(UTM) ITS LSuU

Ascomycota Debaryomyces D. hansenii EGZ-31 PAR-III 184396 9666246 242 - -
Ascomycota Wickerhamomyces W. edaphicus EGZ-38 PAR-IV 184236 9666567 281 - -
Basidiomycota ~ Hannaella H. phetchabunensis  EGZ-06 PAR-I 184325 9665707 226 - -
Basidiomycota Hannaella H. taiwanensis EGZ-48 PAR-1V 184236 9666567 281 - -
Basidiomycota ~ Hannaella H. sp. EGZ-51 PAR-V 184018 9666592 287 - -
Basidiomycota Kwoniella K. heveanensis EGZ-07 PAR-I 184325 9665707 226 - -
Basidiomycota Kwoniella K. heveanensis EGZ-64 PAR-V 184018 9666592 287 - -
Basidiomycota ~ Rhodosporidiobolus R. ruineniae EGZ-09 PAR-I 184325 9665707 226 - -
Basidiomycota ~ Rhodosporidiobolus R. ruineniae EGZ-13 PAR-I 184325 9665707 226 - -
Basidiomycota ~ Rhodosporidiobolus R. ruineniae EGZ-21 PAR-1I 184355 9665935 360 - -
Basidiomycota  Rhodosporidiobolus R. ruineniae EGZ-39 PAR-IV 184236 9666567 281 - -
Basidiomycota ~ Moesziomyces M. cf. antarticus EGZ-20 PAR-II 184355 9665935 360 - -
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- COORDENADAS ACCESION
CLASE GENERO ESPECIE AISLADO PARCELA ALTITUD

(UTM) ITS LSU

Basidiomycota  Sporobolomyces S. japonicus EGZ-49 PAR-IV 184236 9666567 281 - -
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Anexo 2. A. Identificacién de los hospederos. B. Referenciacion de las parcelas
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Anexo 4. Cortes de 1.5 x 1.5 cm a las hojas para el proceso de aislamiento

; . J |

Anexo 6. Aislamiento de levaduras en medio PDA. A. Método de diluciones seriadas.

B. Método de pegado.
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Anexo 7. Reaislamiento de levaduras hasta que estas estén en cultivo puro

Anexo 8. Levaduras en cultivo puro
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Anexo 10. Actividades de laboratorio. A. Extraccién de ADN. B. Cuantificacion de ADN

Anexo 11. A. Proceso de PCR. B. Técnica de electroforesis
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Anexo 12. Amplificacion de muestras, visualizacion de productos de PCR en gel de

agarosa al 1%.
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Anexo 13. busqueda en la base de datos de secuencias de ADN de NCBI
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Anexo 14. Alineamiento de secuencias

M11: Alignment Explorer (AlignmentiTSsinvacio fas)
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Anexo 15. Analisis filogenético en el portal CIPRES

& > C @ phyloorg/portal2/datallistaction?id=656686 2+ OR»=00 :
Folders All Data *
Total Storage: 2.06 GB
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O 3320644 AlignmentLSU_12.fas 4.78 KB FASTA 1012723, 15118 @ Succeeded
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Anexo 16. Visualizacién de los arboles filogenéticos en el software FigTree
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Anexo 17. Caracterizacion morfologica. A. Caracterizacion macroscopica.

Caracterizacion microscopica
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Anexo 18. Montajes de muestras de levaduras

Anexo 19. Célculo de los indices de diversidad en el programa R

@ Rstudio - X
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33
34 #pominancia
35 Files Plots Packages Help Viewer Presentation =0
36 == Expert ~
37 -
‘ »
351 | (Top Level) = R Script &
Console  Terminal -~ Background Jobs =0
R R43.1 . ~/11PROVECTO Eryka/Data-Diversicad/
WKL 1Y s SUap s .
PAR-T ]
PAR-II o
PAR-IIT 0
PAR-IV Inf
PAR-V o
Total Inf
> View(Ep)
> Equitatividad
PAR-T PAR-II PAR-ITT PAR-IV PAR-V Total
0.6713983 0.7248341 0.4394970 0.6826062 0.4415517 0.4351851
> View(Ep)
> View(EGz_Parcelas)
= -
e - f 12:06
j=1 ° ~
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79



