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Actividad residual en el tiempo para proteasas: pHs 3, 4 y 5 (a, b, c); β-1,3-
glucanasas: pH 4, 5 y 6 (d, e, f); y quitinasas: pH 3, 4 y 5 (g, h, i). Test de Tukey, 
con un nivel de confianza de 95%. Las medias con una letra diferente son 
significativamente diferentes (p<0,05). 
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Figura 36. Detección de enzimas micolíticas de E. primorosea HMP9. ND-
PAGE de los sobrenadantes optimizados, sembrados por duplicado, donde se 
visualiza la presencia de isoenzimas para (a) proteasas, utilizando tinción con 
azul de coomasie, (b) β-1,3-glucanasas y (c) quitinasas, utilizando tinción con 
Rojo Congo. Las flechas indican las regiones donde se detectó actividad 
enzimática. 
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RESUMEN 

En la provincia de Misiones, una de las principales plagas que afecta el sector forestal 

primario, son las hormigas cortadoras de hojas. Su actividad forrajera consiste en cortar y 

transportar hasta su nido material vegetal fresco, sobre el cual crece el hongo Leucoagaricus 

gongylophorus, que es su principal fuente de alimento. Por su parte, los hongos del género 

Escovopsis, se consideran parásitos especialistas de L. gongylophorus. Por tanto, 

Escovopsis, se representa como un potencial biocontrolador, comprometiendo de manera 

indirecta la salud y supervivencia de las colonias de hormigas. Entonces, un mejor 

entendimiento de su biología y mecanismos de acción son determinantes para su aplicación 

biotecnológica. El objetivo general del presente trabajo fue, aislar, identificar y caracterizar 

cepas fúngicas del género Escovopsis nativas de Misiones con capacidad biocontroladora del 

hongo simbionte Leucoagaricus. 

En primera instancia, se aislaron 11 cepas del género Escovopsis a partir de nidos de 

hormigas cortadoras de hojas del género Acromyrmex, en ecosistemas naturales de la 

provincia de Misiones. Los aislamientos obtenidos fueron identificados y caracterizados 

mediante un estudio polifásico: la cepa HMP1 (LBM269) se identificó como E. microspora, las 

cepas HMP2 (LBM270), HMP3 (LBM271), HMP4 (LBM272), HMP7 (LBM275), HMP9 

(LBM277), HMP10 (LBM278) y HMP11 (LBM279) como E. primorosea, las cepas HMP5 

(LBM273) y HMP6 (LBM274) como E. weberi; y la cepa HMP8 (LBM276) se identificó como 

E. catenulata. Para evaluar su capacidad antagónica frente a L. gongylophorus (LBM265), las 

pruebas de patogenicidad mostraron que todos los aislamientos de Escovopsis alcanzaron el 

máximo de virulencia (grado 4) frente a L. gongylophorus. Particularmente, E. primorosea 

HMP9 además de presentar una capacidad antagónica satisfactoria, obtuvo el mayor grado 

de inhibición (mayor al 90%) y redujo de manera significativa el crecimiento de L. 

gongylophorus. Por tanto, este aislamiento fue seleccionado como promisorio. En los ensayos 

de microcultivos fue caracterizado como un micoparásito necrotrófico de contacto. 

Posteriormente se seleccionaron y optimizaron los parámetros de fermentación líquida más 

relevantes que promovieron una mayor secreción de enzimas micolíticas en este micoparásito 

promisorio. Mediante diseños experimentales factoriales y de RSM Box-Behnken, fue posible 

optimizar la actividad enzimática, empleando como fuente de carbono paredes celulares de 

L. gongylophorus (0,36 g/L), y como fuente de nitrógeno el complejo Mandels cuya 

concentración de componentes nitrogenados fueron, urea (0,1 g/L), extracto de levadura (1,86 

g/L) y sulfato de amonio (0,21 g/L). El pH inicial del medio de cultivo fue de 4,63 y la 

concentración de inoculo 4 x 106 esporas/mL. Con respecto a la actividad proteasa la actividad 

enzimática se incrementó en un 71,4% (3,5 veces); la actividad β-1,3-glucanasa se optimizó 



 

                
 

un 85,1% (6,7 veces); y la actividad quitinasa se optimizó un 85,2% (6,8 veces) en 

comparación al medio de cultivo sin optimizar.  

Una vez obtenidos los sobrenadantes optimizados, se caracterizaron bioquímicamente. Con 

respecto a las condiciones de reacción óptimas, la actividad proteasa, presentó la máxima 

actividad a 85°C y pH 7,4. Para la actividad quitinasa no se observaron diferencias 

significativas en el rango de temperatura de 37 a 55°C, y entre los pHs 4 a 5, obteniéndose 

una mayor actividad a 45°C y pH 4. Para β-1,3-glucanasas se obtuvo la máxima actividad a 

60°C y pH 5. 

Con respecto a la estabilidad en el tiempo, a temperatura ambiente la actividad residual 

proteasa fue mayor al 70% durante 25 días de incubación; para β-1,3-glucanasas fue mayor 

al 90% durante los 30 días y para quitinasas, superó 70% durante 15 días. En heladera, la 

actividad residual de proteasas y β-1,3-glucanasas se mantuvo por encima de 90 y 80% 

respectivamente, durante los 30 días. Para quitinasas, superó el 70% durante 25 días. Para 

temperaturas de reacción óptimas, la actividad residual de las tres enzimas disminuyó por 

debajo de 25% a los 5 minutos de incubación, con una vida media de 25 min. Con respecto 

a la estabilidad del pH en el tiempo, la actividad residual proteasa, se mantuvo por encima 

de 50% durante 30 días. Se observó una mayor estabilidad a pH 6 sin diferencias 

significativas; y los pHs 7,4 y 8 presentaron diferencias significativas al día 10 de incubación. 

Para β-1,3-glucanasas, la actividad residual se mantuvo mayor al 70% durante los 30 días 

de incubación para los pH 4, 5 y 6. La actividad quitinasa mostró diferencias significativas al 

día 10 de incubación, para pH 3, con una actividad residual menor al 50%. Para pH 4 y 5, se 

mantuvo por encima de 70% durante 20 días de incubación. 

Finalmente se determinó el perfil isoenzimático para las tres enzimas micolíticas, 

detectándose que: E. primorosea HMP9, produce un sistema micolítico que consiste en al 

menos una enzima proteasa, una β-1,3-glucanasa y dos quitinasas en condiciones inductivas 

con paredes celulares fúngicas de L. gongylophorus como fuente de carbono y el complejo 

nitrogenado Mandels como fuente de nitrógeno. 

Los resultados obtenidos, representan un gran aporte al estudio de este micoparásito fúngico 

y sientan bases microbiológicas de gran importancia para la generación de un formulado 

enzimático micolítico y su posterior aplicación biotecnológica en el control biológico indirecto 

de hormigas cortadoras de hojas. 

Palabras clave: Escovopsis, Leucoagaricus, Micoparasitismo, Proteasas, β-1,3glucanasas, 

Quitinasas, Optimización. 

 

 



 

                
 

ABSTRACT 

In the province of Misiones, leaf-cutter ants are one of the main plagues that affects the primary 

forest sector. These ants engage in foraging activities Its fodder activity by cutting and 

transporting to its nest fresh plant material, on which the fungus Leucoagagaricus 

gongylophorus grows, which is its main source of food. On the other hand, the fungi of the 

Escovopsis genus, are considered specialist parasites of L. Gongylophorus. Therefore, 

Escovopsis, is represented as a potential biocontrol agent, indirectly compromising the health 

and survival of ants colonies. Then, a better understanding of their biology and mechanisms 

of action of Escovopsis crucial for its biotechnological application. The general objective of the 

present work was, to identify and characterize fungal strains Escovopsis genus native of 

Misiones with biocontrol capacity of the symbiont fungus Leucoagaricus. 

In the first instance, 11 strains of the genus Escovopsis were isolated from nests of leaf-cutters 

ants of the genus Acromyrmex, in natural ecosystems of the province of Misiones. The isolates 

underwent a polyphasic study for identification and characterization. The HMP1 (LBM269) 

strain was identified as E. microspora, the strains HMP2 (LBM270), HMP3 (LBM271), HMP4 

(LBM272), HMP7 (LBM275), HMP9 (LBM277), HMP10 (LBM278) and HMP11 (LBM279) were 

identified as E. Primorosea, HMP5 (LBM273) and HMP6 (LBM274) strains were identified as 

E. Weberi; and the HMP8 strain (LBM276) was identified as E. catenulata. In the evaluation of 

their antagonistic capacity against L. gongylophorus all isolates showed the highest virulence 

(Grade 4). Related to the latter, the isolate E. primorosea HMP9, in addition to presenting a 

good antagonistic capacity, obtained the highest degree of inhibition (greater than 90%) and 

reduced significantly the growth of L. Gongylophorus. Therefore, this isolate was selected as 

promising for further studies. In microculture tests it was characterized as a contact 

necrotrophic mycoparasite. Subsequently, the most relevant liquid fermentation parameters 

were selected and optimized to promoted a greater secretion of mycolitic enzymes in this 

promising mycoparasite. Through factorial and RSM Box-Behnken experimental designs, it 

was possible to optimize the enzymatic activity, using Cell walls of L. Gongylophorus (0.36 g/L) 

as a carbon source; and as a nitrogen source the Mandels complex whose concentration of 

nitrogen components were urea (0.1 g/L), yeast extract (1.86 g/L) and ammonium sulfate (0.21 

g/L). The initial pH of the culture media was 4.63 and the inoculum concentration 4 x 106 

spores/mL. Related to protease activity, enzymatic activity increased 71.4% (3.5 times); The 

activity β-1,3-glucanase was optimized 85.1% (6.7 times); and the chitinase activity was 

optimized 85.2% (6.8 times) compared to the culture media without optimizing. 

Once the optimized supernatants were obtained, they were biochemically characterized. 

Related to the optimal reaction conditions, the protease activity, presented the maximum 



 

                
 

activity at 85 °C and pH 7.4. For the chitinase activity, no significant differences were observed 

in the temperature range of 37 to 55 °C, and between pHs 4 to 5, obtaining greater activity at 

45 °C and pH 4. For β-1,3-glycanases obtained maximum activity at 60 °C and pH 5. 

Regarding time stability, at room temperature, protease residual activity was greater than 70% 

for 25 days of incubation; for β-1,3-glucanases it was greater than 90% during the 30 days and 

for chitinases, it exceeded 70% for 15 days. In refrigerator, the residual activity of proteases 

and β-1,3-glucanases remained above 90 and 80% respectively, during the 30 days. For 

chitinase, it exceeded 70% for 25 days. For optimal reaction temperatures, the residual activity 

of the three enzymes decreased below 25% to 5 min of incubation, with a half-life of 25 min. 

With respect to the stability of pH over time, protease residual activity remained above 50% 

for 30 days. Greater stability was observed at pH 6 without significant differences; and pHs 7.4 

and 8 presented significant differences on the 10th day of incubation. 

For β-1,3-glucanases, the residual activity remained greater than 70% during the 30 days of 

incubation for pH 4,5 and 6. The chitinase activity showed significant differences on the 10th 

day of incubation, for pH 3, with a residual activity less than 50%. For pH 4 and 5, it remained 

above 70% for 20 days of incubation. 

Finally, the isoenzimatic profile for the three mycolitic enzymes was determined, revealing that 

E. primorosea HMP9, produces a mycolitic system consisting of at least one protease enzyme, 

one β-1,3-glucanase and two chitinases in conditions of induction with fungal cell walls of L. 

Gongylophorus as a carbon source and the Mandels nitrogen complex as a nitrogen source. 

To the best of our knowledge, these results makes a significant contribution to the study of this 

fungal mycoparasite and establish important microbiological foundation for the development 

of a mycolitic enzymatic formulation and its subsequent biotechnological application in the 

indirect biological control of leaf cutters ants. 

Key words: Escovopsis, Leucoagaricus, Mycoparasitism, Proteases, β-1,3-glucanases, 

Quitinases, Optimization.   
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1. INTRODUCCION 

 

1.1. El sector foresto industrial en la Provincia de Misiones 

Las plantaciones forestales se están convirtiendo de forma creciente en la principal fuente de 

provisión de madera y papel en el mundo [1,2]. En vista del abastecimiento a partir de bosques 

naturales de coníferas, la presión por parte de organizaciones ambientalistas ha creado una 

ventaja para países como Argentina, que se está expandiendo sobre la base de bosques 

implantados, en contra de la explotación de los bosques nativos [3]. Misiones constituye 

actualmente la principal provincia forestal de la Argentina. Una de las bases de la economía 

de la provincia se representa en la actividad foresto-industrial, ya que gran parte de su 

superficie posee fuertes pendientes, que no son aptas para la agricultura, pero sí para la 

forestación [4]. Tal es así que Misiones posee la mayor superficie implantada del país, con 

valores que oscilan entre 352.392 y 428.650 hectáreas. El uso predominante de la tierra es 

con plantaciones forestales de especies exóticas (Pinus spp., Eucalyptus spp.) y plantaciones 

de árboles nativos como Araucaria angustifolia, [5,6] (Figura 1). El proceso de deforestación 

y siembra de especies comerciales, incentivado por la Ley 25.080 de inversiones para 

bosques cultivados, la estabilidad fiscal de 30 y hasta 50 años para los proyectos foresto-

industriales y los beneficios impositivos de la jurisdicción nacional y provincial, hacen de ésta 

una actividad en expansión que, si bien señala un incremento positivo en la economía, 

produce no sólo una demanda constante de territorio sino también una creciente presión sobre 

el medio biofísico de la provincia con mayor biodiversidad [7]. Esta situación promueve 

priorizar la relación del sector foresto-industrial con instituciones de I+D que favorezcan la 

incorporación de nuevas tecnologías, en busca de mayores rendimientos, sin ir en detrimento 

de la riqueza y biodiversidad de la región [3,8].  
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Figura 1. Distribución de las plantaciones forestales en la provincia de Misiones (a). Plantaciones de Pinus spp. 

(b), Eucaliptus spp. (c) y Araucaria spp (d). (tomado de Uasuf & Hilbert con modificaciones [9]) 

 

1.2. Plagas forestales: Hormigas cortadoras de hojas  

Las plantaciones forestales son susceptibles a diversas alteraciones producidas tanto por 

factores bióticos como abióticos. Dentro de los factores bióticos, las plagas representan una 

de las mayores amenazas, ocasionando un efecto negativo en la productividad, con 

consecuencias económicas para el sector forestal [10,11]. Las principales plagas que afectan 

las plantaciones forestales de la provincia de Misiones pertenecen a la clase Insecta [12]. 

Dentro de esta clase, las especies de mayor impacto pertenecen a la tribu Attini y son 

conocidas vulgarmente como “hormigas cortadoras de hojas”.  

Las hormigas de la tribu Attini, (Subfamilia: Myrmicinae, Familia: Formicidae, Orden: 

Hymenoptera, Clase: Insecta), son un grupo monofilético de 12 géneros y más de 210 

especies [13,14]. Poseen un rango de distribución geográfica que se extiende a lo largo del 

a 

 

b 

 

c 

 

d 
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neotrópico, desde los 44°S (Patagonia, Argentina) hasta los 40°N (Nueva Jersey, Estados 

Unidos), [15–17].  

 

Schultz & Brady [18] clasificaron a las hormigas de la tribu Attini en dos grandes grupos 

filogenéticos, el Paleoattini que comprende a las hormigas basales y el Neoattini que congrega 

especies basales y derivadas. Estos grupos también se diferencian por el tipo de material de 

forrajeo, las especies basales forrajean exoesqueletos y excrementos secos de insectos, 

material de hojarasca y hojas secas; mientras que las especies más derivadas son las únicas 

en forrajear hojas y material vegetal fresco [13]. Dentro del grupo Neoattini, se encuentran los 

géneros Atta (19 spp.) y Acromyrmex (63 spp.), conocidas como hormigas cortadoras de 

hojas. Estos géneros tienen la capacidad para defoliar parcial a totalmente numerosas 

especies vegetales, por lo que son considerados los principales herbívoros de la región 

neotropical [13,19–21]. La actividad forrajera que realizan estas hormigas implica buscar, 

seleccionar, cortar y transportar hacia el nido diversos fragmentos de vegetales frescos como 

hojas, flores, frutos y semillas [13,22]. El material vegetal es cuidadosamente seleccionado 

según parámetros físicos como la dureza, la composición química y el contenido de agua de 

las hojas [23,24]. 

 

Dentro del nido, el material se distribuye entre las diferentes cámaras para ser procesado 

[25,26]. Durante el procesamiento, las distintas castas de hormigas trabajan para eliminar los 

contaminantes del sustrato; el cual es lamido, molido, triturado y tratado con enzimas 

digestivas para finalmente ser utilizado como base para cultivar el hongo Leucoagaricus 

gongylophorus (Basidiomycota: Agaricales: Agaricaceae). Este hongo representa la principal 

fuente de nutrientes para las larvas y la reina de la colonia [15,27–29]. 

 

1.3. Actividad forrajera de las hormigas cortadoras de hojas en Argentina  

Estos insectos tienen una preferencia intrínseca por especies vegetales que no se encuentran 

en ecosistemas naturales, por tanto, resulta evidente que concentren su actividad en sistemas 

antrópicos. Utilizan vegetales frescos que cortan incesantemente, siendo capaces de 

aprovechar la mayoría de las especies cultivadas, causando daños económicos importantes 

en los cultivos forestales [30,31]. La magnitud del daño de las diferentes especies de hormigas 

cortadoras depende de la cantidad de hormigueros por hectárea y del uso al que se destina 

el suelo [21,24,25]. Una sola colonia de hormigas cortadoras de hojas por hectárea de bosque 

puede reducir el crecimiento anual de árboles en un 5% en Eucalyptus y en un 10% en Pinus 

[32,33]. Además, cuando las plantas jóvenes son atacadas por estas hormigas, las pérdidas 

pueden alcanzar el 100% [34]. Las nuevas prácticas agrícolas han incrementado la incidencia 
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de la plaga. Particularmente, Acromyrmex spp. ocupa más de un 90% de las áreas cultivadas 

de Pinus de la Mesopotamia Argentina, por ende, se considera el género más perjudicial 

[31,35]. Las pérdidas causadas por las hormigas cortadoras pueden alcanzar miles de 

millones de dólares en todo el mundo y los costos de controlar estos insectos representa gran 

parte del presupuesto destinado al manejo de plagas de una plantación. Se ha estimado que 

el 30% del gasto total en plantaciones de tres ciclos de cosecha de Eucaliptus fue destinado 

al control de hormigas [30,36].  

 

1.4. Control de plagas  

Desde el surgimiento y desarrollo del hombre en la actividad agrícola, se tuvo la necesidad de 

combatir a las plagas que afectaban a los cultivos mediante el uso de sustancias capaces de 

eliminarlas. En consecuencia, a lo largo de la historia se han desarrollado diversas tecnologías 

e implementado infinidad de programas de control de plagas [37]. En cuanto al manejo de las 

hormigas cortadoras existen distintas estrategias de control: químico, mecánico, físico, 

biológico y cultural [38], siendo el control químico el método tradicional de mayor difusión [39].  

 

1.4.1. Control químico contra las hormigas cortadoras de hojas  

Con el desarrollo de insecticidas sintéticos, los métodos químicos se han utilizado eficazmente 

para el control de Atta spp. y Acromyrmex spp. [20,40,41]. La mayoría de los productores y 

empresas agropecuarias utilizan insecticidas químicos como el único método, aplicando los 

productos sintéticos de manera directa sobre las colonias de hormigas, a través de diferentes 

formulaciones: cebos granulados o líquidos, y en forma gaseosa por medio de nebulizaciones 

[20,34,39,42]. 

Los principios activos más utilizados como insecticidas corresponden al fipronil (del grupo de 

los fenil pirazoles), sulfuramida (sulfonamida fluoroalifática) y otros productos 

organofosforados como el clorpirifós y el fenitrotion [39]. Sin embargo, se ha demostrado que 

el uso indiscriminado de estos compuestos, puede provocar perjuicios ambientales de difícil 

cuantificación, dado que la mayor parte de estos insecticidas son inespecíficos. Es decir que 

sólo una escasa proporción podría afectar a la plaga, mientras que el resto continúa circulando 

en el ambiente, tanto en el suelo, como en el aire y el agua [30,33,42]. El uso cotidiano de 

estos químicos dificulta la preservación de los ecosistemas, los recursos naturales, y afecta 

la salud de las comunidades rurales y de los consumidores urbanos. La búsqueda de la 

productividad a corto plazo por encima de la sustentabilidad ecológica, ha generado un 

impacto preocupante a nivel mundial [43]. Los productores, por lo tanto, deben explorar 
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sustitutos menos perjudiciales, pero económicamente rentables. En consecuencia, surge la 

necesidad de contar con distintas alternativas para reducir los perjuicios ocasionados por las 

hormigas cortadoras de hojas.  

Una herramienta muy importante para disminuir el uso exclusivo de químicos sintéticos y 

trabajar en la prevención de los daños causados por el mal uso de los plaguicidas, es el 

Código Internacional de Conducta para la Distribución y Uso de Plaguicidas. Este documento 

de orientación de la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y Agricultura 

(FAO), tiene como objetivo la reducción de los riesgos asociados con la distribución y uso de 

plaguicidas, la protección de la salud humana y el medio ambiente y el apoyo al desarrollo 

agrícola sostenible, incluida la aplicación de un Manejo Integrado de Plagas (MIP) [44,45]. 

 

1.4.2. Manejo integrado de plagas 

El MIP se refiere a un sistema que utiliza técnicas adecuadas en una forma compatible, para 

reducir las poblaciones de organismos nocivos y mantenerlas por debajo de los niveles que 

causan daño económico, aprovechando en la mayor medida posible, los factores naturales 

que limitan la propagación de dichos organismos [11,46]. Se basa en combinar e integrar los 

métodos químicos, culturales, físicos, etológicos, genéticos y biológicos, con el propósito de 

reducir las pérdidas económicas. La FAO promueve el MIP como la forma preferencial de 

abordar la protección de los cultivos, y lo considera un pilar para la agricultura sustentable. 

Esta filosofía se enmarca dentro de un contexto más amplio, el desarrollo sustentable, que 

refiere a la administración eficiente y racional de los recursos naturales, de manera tal que 

sea posible incrementar el bienestar de la población humana, sin comprometer la calidad de 

vida de las generaciones futuras. Dentro de las estrategias empleadas en el marco del MIP, 

el control biológico representa una alternativa promisoria en el combate contra los insectos 

plaga [47]. 

 

1.4.3. Control biológico  

Debido a las restricciones respecto a la utilización de productos químicos en la actividad 

forestal, comenzó a implementarse el control biológico de plagas mediante el uso de 

organismos benéficos como antagonistas naturales contra aquellos que causan daño [48]. 

Esta práctica representa una alternativa sustentable y ha recibido notable atención en los 

últimos años. Tiene como objetivo reducir las poblaciones de organismos plaga a niveles 

poblacionales en que no generen perjuicios económicos y que garanticen la supervivencia del 

agente controlador, evitando que la plaga retorne a proporciones poblacionales dañinas. Su 
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valor recae en que puede resultar en un control eficiente de plagas, tanto a mediano como a 

largo plazo, compatible con un bajo riesgo ambiental y una producción sustentable [49].  

Actualmente, se utilizan como agentes de control biológico, organismos vivos como hongos, 

bacterias, virus e insectos, que reducen la población de insectos plaga y patógenos que 

afectan a los cultivos [47]. Entre estos grupos de organismos, los hongos poseen mecanismos 

únicos de invasión y propagación que los caracterizan como excelentes agentes de control 

biológico [50]. De este modo, despiertan el interés de empresas y programas de investigación 

por su papel en el control de plagas, sin dañar el medio ambiente y la salud [47]. En el contexto 

de las hormigas cortadoras de hojas, el empleo de hongos patógenos se presenta como una 

de las estrategias más prometedoras para el control de estas plagas, siendo objeto de un gran 

número de trabajos de investigación [35,51,52].  

 

1.5. Sistema coevolutivo tripartito  

Las relaciones coevolutivas implican un cambio evolutivo recíproco entre especies que 

interaccionan. Es decir, se trata de un proceso por el cual dos o más organismos ejercen 

una presión selectiva mutua y sincrónica, en tiempos evolutivos, que resulta en 

adaptaciones específicas y recíprocas [53]. 

En el caso particular de las hormigas cortadoras de hojas existe una relación coevolutiva 

tripartita que data de hace aproximadamente 50 millones de años [54] y que albergaría un 

potencial agente biocontrolador para las mismas. Esta relación incluye a las hormigas 

cortadoras de hojas, al hongo L. gongylophorus y a los hongos pertenecientes al género 

Escovopsis (Ascomycota: Hipocreales) [55]. 
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Figura 2. Resumen de las interacciones simbióticas existentes en este sistema coevolutivo tripartito: Las hormigas 

cortadoras de hojas, alimentan con fragmentos vegetales frescos a su hongo mutualista L. gongylophorus. y este 

proporciona la fuente de alimento para sus larvas. El micoparásito Escovopsis también se alimenta de L. 

gongylophorus, pero mediante una relación antagónica, que puede comprometer su colonia. Para evitarlo, las 

hormigas cortadoras de hojas elaboran defensas químicas y físicas para combatir a Escovopsis. Las fotografías 

de esta imagen son de fuente propia. 

 

1.5.1. Hormigas cortadoras de hojas – L. gongylophorus: Mutualismo obligado  

Las hormigas de la tribu Attini han desarrollado el fascinante hábito de cultivar hongos y 

usarlos como alimento. En los géneros Atta y Acromyrmex, el cultivo del hongo está 

caracterizado por el uso de hojas, flores y tallos frescos como sustrato para el crecimiento de 

L. gongylophorus [56]. En esta asociación las hormigas dependen de L. gongylophorus para 

su alimentación, debido a que este hongo realiza el metabolismo de los polisacáridos y 

compuestos recalcitrantes del material vegetal que colectan [57,58]. Asimismo, L. 

gongylophorus depende exclusivamente de las hormigas que le proveen protección y el 

sustrato vegetal necesario para su desarrollo, además de garantizar su propagación dentro 

de cada colonia y durante la formación de nuevas colonias. Este hongo mutualista exhibe una 

característica particular considerada un hito evolutivo [18], sus hifas tienen el ápice dilatado 

formando una estructura llamada gongilidio, donde se acumulan los nutrientes necesarios 

para alimentar a la reina y a las larvas de cada colonia [15,59–61]. Por otro lado, los nidos de 

estas hormigas albergan varias cámaras subterráneas, donde el sustrato procesado se 
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acumula en una estructura de aspecto esponjoso conocida como "honguera", donde crece el 

micelio del hongo mutualista [62]. Los estudios relacionados con la diversidad genética del 

hongo indican que en una colonia sólo se encuentra una cepa del mutualista, dispersa en las 

diversas cámaras. En este sentido, las hormigas cortadoras de hojas tienen monocultivos de 

hongos, y las teorías evolutivas sugieren que organismos con baja variabilidad genética son 

más vulnerables a las infecciones parasitarias [55]. Por tanto, la subsistencia de las colonias 

de hormigas podría verse amenazada si el balance sanitario de la honguera se encuentra 

alterado [63–65]. Debido al hábito forrajero de las hormigas, es frecuente el ingreso de 

diversos microorganismos que pueden perjudicar al hongo mutualista [61]. Para evitar la 

proliferación o el desarrollo de microorganismos contaminantes y mantener la honguera libre 

de patógenos, las hormigas desarrollaron medidas profilácticas, entre las que se destacan la 

limpieza del material vegetal recolectado [29,66], la producción de secreciones glandulares 

que contienen compuestos antimicrobianos [67–69], asociaciones con actinomicetos que 

producen antibióticos [70–72], y la eliminación mecánica de fragmentos de honguera 

contaminados con esporas de otros hongos [73]. Tradicionalmente se consideraba que la 

honguera estaba libre de parásitos, sin embargo, Currie et al. [70] encontraron que hay 

numerosos hongos filamentosos que interactúan con el hongo mutualista y los más frecuentes 

son los pertenecientes al género Escovopsis, un parásito especializado que no ha sido 

encontrado en ningún otro hábitat [63,64,74,75]. 

 

1.5.2. El género Escovopsis  

Las primeras observaciones de Escovopsis datan del siglo XIX, cuando Alfred Möller [76] 

documentó la presencia de varias especies fúngicas en la honguera cultivada por las hormigas 

cortadoras de hojas. Dos de estas especies eran hongos anamórficos que Möller describió e 

ilustró. Durante el siglo XX, Kreisel [77] y Weber [78] realizaron estudios en nidos de hormigas 

de la tribu Attini e informaron la presencia de los hongos documentados por Möller. Sin 

embargo, el género y las dos primeras especies de Escovopsis no se describieron 

formalmente hasta la década de 1990 [63,64]. Durante dos décadas no hubo estudios 

taxonómicos en el género; sin embargo, en los últimos años, varios trabajos centraron su 

interés en la diversidad morfo-genética de este género a fin de identificar y caracterizar nuevas 

especies [74]. Es así que en la actualidad, el género anamórfico Escovopsis cuenta con 

catorce especies formalmente descritas: E. weberi [63], E. aspergilloides [64], E. 

Lentecrescens, E. Microspora, E. Moelleri [74], E. trichodermoides [79], E. Kreiselii [80], E. 

atlas, E. catenulata, E. Longivesica, E. Pseudoweberi, E. Primorosea [75], E. clavatus y E. 

multiformis [81]. 
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1.5.3. Escovopsis – L. gongylophorus: Micoparasitismo  

El parasitismo es una interacción simbiótica, en la cual un organismo, el parásito, encuentra 

su nicho ecológico en otro organismo, el huésped, y puede usarlo como hábitat y fuente de 

nutrición [82,83]. Los hongos pertenecientes al género Escovopsis son parásitos especialistas 

de las hongueras [71,84,85]. El nivel de especificidad es tal que, en la naturaleza, Escovopsis 

se encuentra asociado exclusivamente a hongueras cultivadas por las hormigas de la tribu 

Attini [64,70,86]. Sin embargo, la frecuencia de Escovopsis es variable. Aparentemente es 

más frecuente en colonias de Acromymex spp. que en colonias de Atta spp. [84]. La evidencia 

indica que la transmisión del patógeno entre las colonias de hormigas es de tipo horizontal, 

aunque no se sabe exactamente cuál es el mecanismo que utiliza para ingresar a las colonias. 

Algunos autores sugieren que es transmitido por vectores mecánicos, es decir, a través de la 

transmisión de esporas asexuales unidas al cuerpo de artrópodos que visitan los nidos [84], 

[87]; otros señalan que la transmisión podría estar relacionada con los depósitos de basura 

del nido, ya que éstos son colonizados por Escovopsis y representan un peligro para la 

integridad de las colonias [74]. Varios estudios han demostrado que la presencia de 

Escovopsis tiene un impacto negativo en el desarrollo de la honguera, ya que se nutre 

exclusivamente de los tejidos de L. gongylophorus [88]. De esta manera, la presencia de 

Escovopsis puede causar la reducción de la biomasa del hongo mutualista, lo que conlleva a 

cambios etológicos de las hormigas cortadoras de hojas durante el forrajeo y el cuidado de 

las crías. Además, su presencia causaría una marcada disminución en la producción de 

larvas, pupas y adultos, comprometiendo la supervivencia de las colonias, dando como 

resultado una disminución significativa del tamaño del hormiguero, que en ocasiones conlleva 

a la muerte de la colonia [84,88,89].  

 

1.6. Micoparasitismo  

Las interacciones micoparasíticas son comunes entre los hongos y comprenden tanto 

relaciones biotróficas como necrotróficas [90]. Los micoparásitos biotróficos obtienen los 

nutrientes desde los tejidos vivos del hospedador, a través del desarrollo de estructuras 

especializadas para la penetración llamadas haustorios. Son capaces de parasitar las células 

huésped sin que el daño sea destructivo, pueden vivir en una relación fisiológicamente 

equilibrada durante etapas prolongadas de sus ciclos de vida y generalmente, muestran un 

rango estrecho de huéspedes [55,90–92]. Los micoparásitos necrotróficos ocasionan la 

muerte del hospedador a través del contacto físico y la liberación de sustancias tóxicas, 

producen la degradación del micelio, sin necesidad de penetración, y obtienen los nutrientes 
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desde los tejidos muertos del hospedador [88]. Se trata de relaciones antagónicas muy 

agresivas, en las que las hifas del parásito entran en contacto con las del huésped, crecen 

junto a ellas, en ocasiones se enrollan, y destruyen las hifas del mismo. Asimismo, el parásito 

secreta enzimas que degradan las paredes celulares y causan la muerte citoplasmática del 

huésped, incluso antes del contacto físico [55]. En general, se sabe que los micoparásitos no 

tienen un único modo de acción, y la multiplicidad de mecanismos es importante a tener en 

cuenta para seleccionar a un antagonista. Si posee varios mecanismos de acción reduce el 

riesgo de desarrollo de resistencia en el hospedador [93]. Por tanto, establecer los 

mecanismos de acción involucrados en el micoparasitismo es uno de los factores clave para 

el desarrollo y la aplicación intencional de los agentes de biocontrol [94].  

 

1.6.1. Paredes celulares fúngicas 

La pared celular de los hongos, además de la función de barrera física a los ataques de 

parásitos, es responsable de la forma celular de los hongos, permite la integridad osmótica, 

actúa como filtro para la secreción e incorporación de sustancias y es una buena reserva de 

carbono, movilizándose ciertos componentes de la misma en situación de déficit nutricional 

[95]. 

La composición química de la pared puede variar cuantitativa y cualitativamente con las 

condiciones de cultivo, la edad del micelio o el estado de crecimiento [95]. Sin embargo, los 

β-1,3-glucanos, la quitina y las proteínas son los polímeros mayoritarios de la pared para todos 

los grupos de hongos; formando una red compleja que es la base estructural de la pared 

celular [96,97] (Figura 3). Por tanto, las enzimas líticas secretadas por los micoparásitos 

juegan un papel fundamental en los mecanismos de antagonismo, para la destrucción de sus 

huéspedes [98,99]. 

Los β-glucanos son los principales polisacáridos de la pared celular fúngica, constituyendo 

aproximadamente el 50-60% del peso seco de la pared [100,101]. Los polímeros de glucanos 

están compuestos por residuos de glucosa ligados por una variedad de enlaces químicos. 

Entre el 65% y el 90% son β-1,3-glucanos, y son el principal constituyente estructural de la 

pared celular [96]. 

La quitina, es un homopolímero lineal de residuos de N-acetilglucosamina ligados por enlaces 

β-1,4; se considera un componente relativamente escaso (10–20% en hongos filamentosos) 

[102,103], pero estructuralmente importante, de la pared celular fúngica. Estos polímeros 

cristalinos tienen una enorme resistencia a la tracción y contribuyen significativamente a la 
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integridad general de la pared celular. Cuando se interrumpe la síntesis de quitina, la pared 

se desordena y la célula fúngica se vuelve malformada y osmóticamente inestable [104,105]. 

Las proteínas de la pared celular están entretejidas dentro de la matriz estructural a base de 

quitina y glucanos. Representan aproximadamente el 20-30% de peso seco de la pared en 

hongos filamentosos. La mayoría de las proteínas se integran en la pared a través de enlaces 

covalentes entre los azúcares presentes en los sitios ligados a N y O, formando 

glucoproteínas. Funcionan en el mantenimiento de la forma celular, mediando la adhesión 

para la migración y la fusión celular, protegiendo la célula contra sustancias extrañas, 

mediando la absorción de moléculas, transmitiendo señales intracelulares de estímulos 

externos y sintetizando y remodelando los componentes de la pared celular [96]. 

 

Figura 3. Representación de la pared celular fúngica. Los componentes principales de la pared celular fúngica son 

glucanos, quitina y glucoproteínas. Aunque existen variaciones específicas de especie, se cree que los 

componentes de la pared celular se organizan como se muestra. La mayor parte de la quitina se considera ubicada 

cerca de la membrana plasmática. Los β-1,3-glucanos se extienden a lo largo de la pared celular. Las 

glicoproteínas se modifican ampliamente con oligosacáridos ligados a N y O (Tomado de Bowman con 

modificaciones  [96]). 

 

1.6.2. Enzimas micolíticas extracelulares 

El complejo proceso micoparasitario ha sido ampliamente estudiado [106]. El último paso es 

la penetración del micelio huésped, que está habilitado por la degradación parcial de su pared 

celular a través de la secreción de enzimas hidrolíticas, principalmente, glucanasas, quitinasas 
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y proteasas. El rol de cada una en el complejo enzimático micolítico es diferente y sinérgico, 

para el efecto antifúngico máximo en diferentes patógenos [107,108]. 

Las β-1,3-glucanasas (E.C. 3.2.1.39) (1,3-β-D-glucanohhidrolasas) catalizan la hidrolisis de 

los enlaces β-1,3-glucosidicos presentes en los glucanos, liberando unidades de glucosa a 

partir de los extremos no reductores de las moléculas (Figura 4a). Las quitinasas (EC 3.2.1.14) 

{poli [1,4- (N-acetil-β-D-glucosamina)] glucanohidrolasas} catalizan la hidrolisis de enlaces β-

1,4 de la quitina, liberando moléculas de N-acetil-glucosamina (Figura 4). Las proteasas 

(3.4.21.12) también llamadas α-endopeptidasas líticas, catalizan la reacción de hidrólisis de 

proteínas. Preferiblemente actúa sobre la elastina y los enlaces peptídicos que involucran ala+ 

y val+ en proteínas en la pared celular (Figura 4c).  

 

Figura 4. Principales enzimas del complejo micolítico que degradan la pared celular del huésped. a) Hidrolisis de 

un enlace β-1,3-glucosidico por una β-1,3-glucanasa, b) Hidrolisis de un enlace β-1,4 de la quitina por una quitinasa 

y c) Hidrolisis de un enlace peptídico en una mananoproteína por una proteasa lítica (Tomado de Fleuri con 

modificaciones [109]). 

a

 

c 

 

b
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1.7. Obtención de hongos biocontroladores 

Los estudios realizados en una gran variedad de especies fúngicas están orientados a sus 

posibles aplicaciones biotecnológicas, como en programas de control biológico [110,111]. 

La industria agrícola constantemente necesita nuevos biocontroladores, el desarrollo y la 

producción a gran escala, ya sean células fúngicas o componentes fúngicos bioactivos. La 

identificación y mejoramiento de una cepa fúngica con actividad plaguicida es el paso principal 

en el desarrollo de propágulos infecciosos como conidios, blastosporas, clamidosporas; así 

como en la preparación de mezclas de enzimas hidrolíticas [112]. 

Una de las mayores dificultades en el empleo de hongos para el biocontrol, consiste en 

entender y estudiar las interacciones que tienen lugar entre el huésped, el patógeno y 

posiblemente otros microorganismos presentes en la zona de interacción. Un conocimiento 

exhaustivo de las bases de estas interacciones no es un requisito para tener éxito en la 

aplicación de un biocontrolador. Sin embargo, puede facilitar el desarrollo de sistemas de 

biocontrol que den mejores resultados. Por tanto, los ensayos in vitro para la obtención de 

aislamientos y estudios sobre los mecanismos de acción, pueden ser cruciales para la 

aplicación de biocontroladores efectivos [112,113]. Por tanto, conocer el modo de acción de 

los antagonistas es importante, para el desarrollo de formulaciones apropiadas, ya que 

proporciona una buena base para la selección de nuevos antagonistas efectivos, para la 

optimización de los métodos de aplicación [114,115]. 

1.7.1. Aislamiento e identificación de hongos 

La etapa principal para obtener un agente biocontrolador, corresponde a la recolección de los 

posibles antagonistas con el fin de obtenerlos puros, y posteriormente conocer su potencial 

capacidad patogénica e inhibidora [115]. 

El éxito de estos aislamientos como productos biológicos, está amparado en una selección de 

cepas, la cual parte de una correcta identificación. Es preciso conocer la variabilidad entre los 

aislamientos de una colección o, incluso, entre especies de un género, a fin de conseguir una 

correcta selección de las cepas más promisorias [116]. 

Para llegar a la clasificación de los aislamientos, se deben caracterizar, tanto a nivel 

morfológico macro y microscópico, como fisiológico y molecular, mediante diferentes técnicas, 

lo cual se define como una identificación polifásica [116–119]. Este aspecto es vital para el 

registro de un bioproducto proveniente de un microorganismo, además de la importancia que 

reviste para la autenticación y protección del mismo, así como su monitoreo una vez liberado 

en campo [116]. 
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1.7.2. Selección de hongos promisorios 

Una vez que se han obtenido e identificado los aislamientos fúngicos, la siguiente etapa 

corresponde a la selección de los mejores antagonistas mediante diversos ensayos in vitro 

[115]. Con ello se desea evaluar la capacidad del microorganismo de interferir en el 

crecimiento del patógeno, es decir, inhibir su desarrollo o actividad, ya que los hongos 

presentan múltiples mecanismos de control sobre el patógeno de interés [120–122]. Mediante 

estos ensayos se pretende determinar la existencia de capacidad antagónica, que es la base 

sobre la cual se sustenta el verdadero control biológico de microorganismos [122,123]. 

 

1.7.3. Incremento de la eficacia de los agentes de biocontrol 

Después del aislamiento, identificación y selección de potenciales antagonistas, se debe 

mejorar su efectividad como agente biocontrolador, profundizando en sus mecanismos de 

acción y los factores que rigen su actividad micolítica [124,125]. Para ello, un camino es 

optimizar experimentalmente sus condiciones de fermentación, con el fin de potenciar la 

acción antagónica detectada y/o aumentar el espectro de acción [115,126,127]. 

 

1.8. Optimización de medios de cultivo para microorganismos  

Los medios de cultivo constituyen el micro mundo de los microorganismos en condiciones de 

laboratorio, intentando simular su hábitat natural. El principal objetivo de los medios de cultivos 

es crear un ambiente adecuado para su crecimiento, simulando las condiciones lo más 

cercanas posibles a las naturales, asegurando así el apropiado funcionamiento de la 

maquinaria enzimática de los microorganismos [128]. Para el desarrollo de un medio de cultivo 

es necesario seleccionar adecuadamente sus componentes. Esto incluye el tipo y 

concentración de nutrientes, como las fuentes de carbono y nitrógeno; y otras condiciones 

físico-químicas como temperatura, pH inicial del medio y concentración del inóculo entre otras 

[129,130]. Asimismo, el efecto de las combinaciones entre los parámetros del medio y la 

producción del compuesto deseado, son numerosas, por tanto, es necesario optimizar las 

condiciones de fermentación seleccionadas mediante un diseño experimental eficaz. 

Los diseños experimentales factoriales y de superficie de respuesta (RSM), son muy aplicados 

en el campo de la investigación [131,132]. El diseño factorial de un conjunto limitado de 

variables, es ventajoso en relación con el método convencional de manipulación de un ensayo 

de un solo parámetro, porque dicho enfoque con frecuencia no localiza las condiciones 
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óptimas para el proceso debido a que no considera el efecto de la posible interacción entre 

factores. La experimentación factorial es altamente eficiente porque cada observación 

proporciona información sobre todos los factores incluidos en el experimento. 

Por su parte, la metodología de RSM, es una forma concisa de describir y predecir la 

respuesta de un sistema de variables [132,133]. Consiste en un grupo de técnicas empíricas 

dedicadas a la evaluación de las relaciones existentes, entre un conjunto de factores 

experimentales controlados y las respuestas medidas, de acuerdo con uno o más criterios 

seleccionados [134–136]. Esta metodología presenta una colección de parámetros 

estadísticos para el diseño de experimentos, evaluación de los efectos de los factores y la 

búsqueda de las condiciones óptimas, la cual se viene utilizando con éxito en la optimización 

de bioprocesos [137–141]. 

Por otra parte, utilizando esta metodología se requiere un menor número de experimentos, lo 

cual permite una detección más rápida de los efectos significativos [142–144]. Por lo tanto, 

estas herramientas son muy efectivas en biología experimental, ya que disminuye el costo y 

tiempo experimental para la optimización de los parámetros seleccionados. 

 

1.8.1. Sistemas de fermentación sumergida 

Desde el punto de vista biotecnológico un sistema de fermentación es un proceso mediante 

el cual, los microorganismos emplean distintos sustratos para la producción de biomasa y 

compuestos bioactivos, como metabolitos y enzimas [145–147]. Particularmente, la 

fermentación sumergida es una técnica de crecimiento en un medio líquido, donde todos los 

nutrientes se encuentran disueltos o suspendidos en el medio de cultivo y el proceso se lleva 

a cabo bajo condiciones fisicoquímicas controladas. Este método es muy usado por la 

industria biotecnológica, y su aplicación se ha divulgado extensamente debido a que permite 

un mejor monitoreo, y presenta mayor facilidad para controlar los factores del sistema de 

fermentación (temperatura, aireación, agitación y pH), mejor distribución del oxígeno y del 

calor suministrado al sistema, mantiene una mayor homogeneidad y se puede llevar a cabo 

la medición directa de la biomasa [148,149] (Figura 5). Por otra parte, favorece la formación 

de pellets, por tanto el propio microorganismo como los productos enzimáticos y no 

enzimáticos extracelulares que exhiben actividad biocontroladora, pueden obtenerse 

fácilmente [150]. 
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Figura 5. Pellets de un aislamiento de Escovopsis creciendo en sistemas de fermentación sumergida. Fotografías 

tomadas para el presente trabajo 

 

1.8.2. Optimización de la secreción de enzimas micolíticas 

Es ampliamente estudiado que la optimización de los parámetros de fermentación conduce a 

un aumento significativo en la producción de enzimas micolíticas [124,125]. A este respecto, 

la comprensión de los factores que rigen la actividad enzimática es crítica y vale la pena 

investigar. Dependiendo del microorganismo utilizado y del tipo de enzima que se produzca, 

los principales factores que influyen en la actividad enzimática son, el pH, la temperatura y las 

fuentes de carbono y nitrógeno ya que interaccionan con las funciones metabólicas y de 

crecimiento de los microorganismos, y por tanto condicionan el tipo de respuesta metabólica 

[146,151,152]. 

El pH puede afectar de manera variable los niveles de producción de enzimas, de manera 

que, en la mayoría de los estudios de optimización, se toma en cuenta como una de las 

variables más relevantes del proceso. Generalmente en hongos el pH óptimo se encuentra en 

un rango de 4,0 a 7,0 [153]. Por su parte la temperatura puede influir en las velocidades de 

las reacciones químicas, enzimáticas y de crecimiento; si se sobrepasan las temperaturas 

óptimas, las funciones metabólicas pueden decaer drásticamente [153]. 

Por otra parte, los hongos pueden utilizar una variedad de fuentes nitrogenadas para la 

expresión de enzimas micolíticas [154]. Sin embargo, varios autores consideran al medio de 
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cultivo Mandels como un complejo nitrogenado que induce la secreción enzimática, tanto por 

su composición como por la combinación de sus fuentes de nitrógeno orgánicas, iones 

metálicos y soluciones trazas [155–158].  

Con respecto a las fuentes de carbono, en condiciones de fermentación se necesitan 

inductores para la síntesis e interacción aditiva y sinérgica de las enzimas micolíticas, β-1,3-

glucanasas, proteasas y quitinasas, [159–162]. Por tanto, varios autores han estudiado el 

efecto de diferentes inductores sobre la actividad enzimática, probando medios de cultivo 

suplementados con sustratos simples, los cuales en general inducen baja actividad; y 

sustratos más complejos generando actividades enzimáticas más elevadas [163]. En 

presencia de polímeros como laminarina y quitina, para cada enzima se observaron 

actividades enzimáticas variables [127,164–166]. Sin embargo, se ha reportado que la 

secreción de las 3 enzimas micolíticas extracelulares aumentó de manera significativa cuando 

el hongo se cultiva en un medio suplementado con micelio fúngico autoclavado o paredes 

celulares fúngicas extraídas del huésped [161,167,168]. 

 

1.9. Bioprospección del género Escovopsis  

A nivel mundial existen fórmulas comerciales basadas en el uso de especies fúngicas para el 

control de plagas, las cuales no tienen el mismo efecto en todas las regiones agrícolas, debido 

a que la diversidad de condiciones ambientales existentes en la naturaleza disminuye la 

efectividad de estos productos [47]. En consecuencia, es necesaria la búsqueda de 

aislamientos de Escovopsis autóctonos o nativos, que tengan efecto biocontrolador sobre las 

hormigas cortadoras de hojas, bajo las condiciones ambientales particulares de la región. 

Además, se ha reportado que diferentes cepas pueden presentar diferentes mecanismos 

parasíticos [89,92,169]. Por tanto, el empleo de cepas altamente virulentas, podría establecer 

una infección persistente en las colonias de hormigas cortadoras de hojas; parasitando al 

hongo simbionte, sin poner en riesgo a otras especies o afectar al ambiente [84,170]. En este 

sentido, la evaluación de la capacidad antagónica por parte de Escovopsis en contra del hongo 

L. gongylophorus, representa una herramienta fundamental a fin de seleccionar cepas con 

características implicadas en el nivel de patogenia y especificidad, determinantes para el 

control biológico de hormigas cortadoras de hojas.  

Por otra parte, a pesar de los avances en las investigaciones sobre la biología de Escovopsis, 

sus mecanismos de acción exactos se desconocen. La evidencia sugiere que es un hongo 

micoparásito, que obtiene nutrientes exclusivamente del micelio del hongo mutualista [70] y 
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que no se trata de un competidor por los recursos [88]. Asimismo, los estudios son limitados 

en lo referente a la caracterización de sus enzimas hidrolíticas  [158,162,171]. 

Por tanto, con la finalidad de aportar información de utilidad en el marco del empleo de hongos 

patógenos como posibles herramientas en el control biológico, el presente trabajo está 

centrado en el aislamiento, caracterización y evaluación in vitro de la capacidad antagónica 

de hongos nativos del género Escovopsis frente a L. gongylophorus, así como en la 

optimización de los parámetros relevantes de fermentación líquida para inducir la actividad 

micolítica de un aislamiento de Escovopsis promisorio. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GENERAL 

Aislar, identificar y caracterizar cepas fúngicas del género Escovopsis nativas de Misiones con 

capacidad biocontroladora del hongo simbionte Leucoagaricus. 

 

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

▪ Aislar e identificar cepas fúngicas del género Escovopsis asociados a nidos de 

hormigas cortadoras de hojas. 

 

▪ Seleccionar las cepas fúngicas promisorias mediante pruebas de patogenicidad. 

 

 

▪ Optimizar la secreción de enzimas con capacidad biocontroladora de las cepas 

fúngicas de Escovopsis promisorias. 

 

▪ Caracterizar bioquímicamente las enzimas con capacidad biocontroladora 

optimizadas. 
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3 MATERIALES Y METODOS 

3.1. Obtención de aislamientos fúngicos de Escovopsis y Leucoagaricus, asociados a 

nidos de hormigas cortadoras de hojas en Misiones. 

 

3.1.1. Trabajo de campo: Obtención de muestras 

Con el fin de obtener aislamientos pertenecientes a los géneros Escovopsis y Leucoagaricus, 

se tomaron muestras de hormigueros pertenecientes al género Acromyrmex (Figura 6 a-b). 

Los muestreos se llevaron a cabo en las localidades de Posadas (27°22'25.2"S, 

55°54'07.8"O), Candelaria (27°27′0″S, 55°44′0″O) y Profundidad (27°33′42.48″S, 

55°42′16.03″O), en la Provincia de Misiones. 

Se recolectaron fragmentos de jardines del hongo simbionte, en las cámaras superficiales de 

los hormigueros, los cuales se utilizaron para obtener tanto aislamientos de L. gongylophorus 

como Escovopsis (Figura 6 c-d). También se tomaron muestras de depósitos externos 

cercanos al nido, donde las hormigas eliminan residuos, con el fin de obtener aislamientos de 

Escovopsis.  

Cabe destacar, que para el muestreo se tuvieron en cuenta ciertos factores ecológicos, que 

podían incrementar la susceptibilidad de un nido a ser contaminado por Escovopsis. Por ej. 

hormigueros de reciente formación o aquellos con síntomas de estrés ecológico (por ej. 

después de un periodo de lluvias). 

Todas las muestras obtenidas fueron transportadas en placas de Petri previamente 

esterilizadas, al Laboratorio de Biotecnología Molecular (BIOTECMOL) del Instituto de 

Biotecnología Misiones (InBioMis), Universidad Nacional de Misiones (UNaM), donde se 

procesaron para la obtención de los cultivos puros (Figura 6 e). Inicialmente, se utilizaron 

datos de referencia correspondientes a sus lugares de aislamiento para codificarlas de 

manera provisoria y posteriormente fueron identificadas con el código de cepario del 

BIOTECMOL.  
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Figura 6. Trabajo de campo. a-b) Sitios de muestreo. c-d) Cámaras superficiales con hongueras expuestas. e) 

InBioMis.  

 

3.1.2. Trabajo de laboratorio: Siembra, resiembra y conservación.  

Para obtener aislamientos de Escovopsis, se buscó incrementar la susceptibilidad de las 

muestras, por lo tanto, se conservaron durante 10 a 14 días en el laboratorio en condiciones 

controladas de temperatura y humedad antes de ser procesadas. Por el contrario, para la 

obtención de aislamientos de L. gongylophorus las muestras se procesaron de manera 

inmediata, precisamente para evitar la contaminación con otros hongos. 

En ambos casos, las muestras se sembraron de forma directa, con ayuda de una pinza estéril, 

en placas de Petri de 90 mm de diámetro, conteniendo PDA como medio de cultivo (Anexo 

1). Las placas se incubaron a 28 ± 1ºC en oscuridad, y se controlaron periódicamente para 

determinar macroscópicamente la presencia de ambos hongos. 

a

 

b

 
c

 

d

 

e
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Para la obtención de cultivos puros de Escovopsis y L. gongylophorus, se realizaron 

resiembras en placas de Petri con medio PDA (Anexo 1), por el método de punción con ansa 

aguja y se incubaron a 28 ± 1ºC en oscuridad. Los aislamientos obtenidos en cultivo puro, 

fueron conservados a 4°C, en el cepario de interés biotecnológico del InBioMis. 

 

3.2. Identificación polifásica de los aislamientos fúngicos obtenidos 

Para la identificación de los aislamientos hasta el nivel de especie, se realizó un estudio 

polifásico basado en la combinación de características macro-micromorfológicas y 

moleculares.    

 

3.2.1. Identificación y caracterización morfológica macro y microscópica 

A partir de los aislamientos fúngicos obtenidos, se realizó la caracterización e identificación 

morfológica, tanto macroscópica como microscópica. Para este fin, se utilizaron claves de 

identificación taxonómica y bibliografía de referencia para poder determinar de manera 

presuntiva la identificación hasta el nivel de especie [63,64,74,75,81,172]. 

 

3.2.1.1. Caracterización macroscópica  

La caracterización macroscópica de los aislamientos se realizó empleando los medios de 

cultivo PDA y mCYA (Anexo 1), registrando las características relevantes del crecimiento in 

vitro: tamaño, forma y textura de las colonias, color de anverso y reverso, presencia de 

exudados, entre otras [75]. 

 

3.2.1.2. Caracterización microscópica  

Para la caracterización microscópica se realizaron preparados en fresco mediante la técnica 

de montaje con lactofenol azul de algodón por el método de la cinta scotch y se observaron 

en microscopio óptico. Se tuvieron en cuenta características como forma, tamaño y 

pigmentación de hifas, conidióforos, vesículas, fiálides y conidios, entre otras. Se tomaron 

fotografías a través de un ocular micrométrico y se midieron las estructuras utilizando el 

programa ImageJ 1.51n (Wayne Rasband, National Institute of Health, USA). 
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3.2.2. Caracterización e identificación molecular de los aislamientos de Escovopsis 

La caracterización e identificación molecular de los aislamientos, se realizó mediante la 

amplificación de la región ITS1-5,8S-ITS2, considerada el código de barras universal primario 

para hongos. Esta región forma parte de la unidad de repetición del complejo del ADN 

ribosomal, que abarca segmentos codificantes que brindan información sobre las relaciones 

filogenéticas, y segmentos no codificantes, útiles en la identificación y tipificación de especies 

fúngicas [173,174]. 

 

3.2.2.1. Extracción de ADN 

Para ambos casos, en primer lugar, se inocularon en medio ME (Anexo 1), discos de micelio 

esporulado de cada aislamiento previamente reactivado, y se incubaron durante 7 días a 28 

± 1°C. Para la extracción de ADN genómico a partir de micelio fúngico se emplearon dos 

procedimientos. Se siguió el protocolo propuesto por Fonseca [175] (Anexo 2), y también se 

utilizó el kit de extracción y purificación rápida ADN PuriPrep-T de INBIO HIGHWAY, siguiendo 

las especificaciones del fabricante. Las muestras de ADN genómico se conservaron en freezer 

a -20°C. La integridad del ADN extraído se verificó en geles de agarosa al 1% (Sección 

3.2.2.3). 

 

3.2.2.2. Amplificación de la región ITS1-5,8S-ITS2 por la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) 

Para la amplificación de esta región mediante PCR, se utilizaron los cebadores universales 

ITS1 (5’-TCC gTA ggT gAA CCT gCg g-3’) e ITS4 (5’-TCC TCC gCT TAT TgA TAT gC-3’) 

[176]. Se partió de una master mix con un volumen final de 20 μL, conteniendo agua libre de 

ADNasas, Buffer 1 X, MgCl2 a una concentración entre 2 mM y 3 mM, dNTPs 200 μM, 10 pmol 

de cada cebador universal, Taq polimerasa 0,5 U y ADN genómico 5-10 ng. Asimismo, se 

agregó a la reacción estándar DMSO 5% (v/v), para mejorar la unión de los cebadores, debido 

a su alto contenido de GC.  

La PCR se llevó a cabo en un termociclador Hangzhou Bioer Technology CO (GenePro 

Thermal Cycler, modelo TC-E-48D, B-48D), y las condiciones de ciclado fueron: 

- Desnaturalización inicial: 4 min a 94°C. 

- 30 ciclos: 50 seg a 94°C, 50 seg a 51°C (Tm), y 1 min a 72°C. 

- Extensión final: 10 min a 72°C.   
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3.2.2.3. Verificación por electroforesis en gel de agarosa 

Para comprobar la calidad del ADN genómico y verificar los productos de PCR se utilizaron 

geles de agarosa al 1% y 1,5% (p/v) respectivamente, preparados en buffer TBE 0,5 X (Tris-

Borato-EDTA). Las muestras se sembraron en los pocillos del gel mezclando 2,5 µL del 

producto de PCR con 0,5 µL de buffer de siembra (Glicerol 60%; EDTA 0,01 M; azul de 

bromofenol 0,1%) conteniendo Gel Red (Biotium, 10000 X; 10 mg/mL) el cual se intercala 

entre las bases del ADN y absorbe la radiación ultravioleta, con emisión de color por parte de 

las bandas obtenidas. Además, se sembró un marcador de peso molecular de 100 pb (BioRad 

Ladder 100 pb DNA 100 mg/mL) para determinar el tamaño de las bandas. La corrida 

electroforética se realizó a 110 V y 500 A por 20 min en una cuba horizontal SubSystem 70 

modelo E-0310 (Labnet International, Inc.). Los geles se observaron bajo luz UV de un 

transiluminador y se fotografiaron. 

 

3.2.2.4. Análisis bioinformático y construcción de árboles filogenéticos  

Los productos de amplificación fueron procesados por el servicio de secuenciación automática 

de la compañía Macrogen Inc. (Corea). Las secuencias obtenidas fueron editadas mediante 

el programa Geneious 8.1.8. Posteriormente se realizaron análisis de similitud e identidad 

mediante el recurso bioinformático BLASTn (Basic Local Aligment Search Tool for nucleotide), 

de la base de datos primaria del NCBI (National Center of Biotechnology Information) y la 

herramienta Parwise sequence alignment de la base de datos secundaria “curada” Fungal 

barcoding. 

Con el fin de construir los árboles filogenéticos, además de contar con las secuencias 

obtenidas de los aislamientos, se extrajeron del NCBI-GenBank secuencias ITS de referencia 

pertenecientes a especies de Escovopsis y afines. Posteriormente se realizó un alineamiento 

múltiple de secuencias utilizando la herramienta ClustalW. Los árboles se construyeron 

utilizando el programa MEGA 6 mediante los métodos Neighbor-Joining (NJ) y Máxima 

verosimilitud (ML) utilizando el test de Bootstrap con 1000 réplicas. Se utilizó el modelo de 

Kimura-2 parámetros (K2+I), que describió mejor los patrones de sustitución. Para el 

enraizamiento de los árboles, como grupo externo se utilizaron secuencias ITS1-5,8-ITS2 

pertenecientes a Hypocrea rufa, Trichoderma hamatum y Trichoderma pubescens publicadas 

por Meirelles [172] (Números de acceso: X93980.1, EU280124.1, NR077179.1 

respectivamente). 



    MATERIALES Y METODOS 

pág. 28 
 

3.3. Selección de una cepa fúngica promisoria mediante pruebas de patogenicidad 

A fin de seleccionar los aislamientos fúngicos promisorios con características implicadas en 

el control biológico se realizaron ensayos de antagonismo enfrentando los aislamientos de 

Escovopsis contra el hongo L. gongylophorus. 

3.3.1. Ensayos de patogenicidad in vitro: método de enfrentamiento por cultivo dual.  

La patogenicidad de los micoparásitos fúngicos se evaluó mediante ensayos de antagonismo, 

enfrentando directamente cada aislamiento de Escovopsis contra un aislamiento de L. 

gongylophorus, siguiendo una variante de la metodología de enfrentamiento por cultivo dual, 

estandarizada por Acevedo [177,178]. En primer lugar, se sembraron dos discos de 7 mm2 de 

agar recubiertos con micelio de L. gongylophorus, en puntos opuestos de placas de Petri de 

90 mm con 20 mL de PDA (Anexo 1), y se incubaron a 28 ± 1 °C durante 15 días, en oscuridad. 

Transcurrido este periodo, se agregó un disco de 7 mm2 con micelio esporulado de Escovopsis 

en el centro de la placa. Cada ensayo se realizó por triplicado y como control experimental 

todos los aislamientos de Escovopsis fueron cultivados en ausencia de L. gongylophorus y 

viceversa. 

Se obtuvieron registros fotográficos durante un periodo de 10 días para evaluar el crecimiento 

colonial. Mediante el programa ImageJ 1.51n (Wayne Rasband, National Institute of Health, 

USA), se midió el crecimiento radial de L. gongylophorus en los enfrentamientos y controles.  

La evaluación de los antagonismos se realizó teniendo en cuenta tres criterios de análisis: 

3.3.1.1. Grados de virulencia.  

La evaluación de la capacidad antagónica de cada aislamiento de Escovopsis frente a L. 

gongylophorus, se determinó empleando una escala de grados de virulencia (Tabla 1) 

asignados de acuerdo al crecimiento de Escovopsis sobre el hongo simbionte [179]. Se 

consideró promisorio un grado de inhibición igual o mayor a 3. 

Tabla 1. Grados de virulencia de Escovopsis sobre el hongo simbionte L. gongylophorus [179]. 

Grado Capacidad antagónica 

0 
Hongo simbionte saludable, sin evidencia de micelio y/o esporas de 

Escovopsis. 

1 Hongo simbionte cubierto de micelio de Escovopsis. 

2 
Micelio y esporas blancas de Escovopsis crecen en exceso sobre el hongo 

simbionte. 

3 
Micelio, esporas blancas y marrón claras de Escovopsis crecen en exceso 

sobre el hongo simbionte. 

4 
Micelio y esporas marrón oscuras de Escovopsis, crecen en exceso sobre el 

hongo simbionte; colapso total de la estructura 
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3.3.1.2. Grados de Inhibición.  

Se determinó la inhibición del crecimiento micelial del hongo simbionte L. gongylophorus, 

mediante una adaptación de la fórmula de Abbott: 

 𝐺𝐼 =
(𝐴𝑝−𝐴𝑝+𝑎)×100

𝐴𝑝
           (1) 

Donde, GI representa el grado de inhibición del crecimiento micelial (%), Ap representa el 

crecimiento radial del hongo simbionte y, Ap + a representa el crecimiento radial del hongo 

simbionte en presencia del antagonista [180]. Se consideró promisorio un grado de inhibición 

igual o mayor a 50%. 

3.3.1.3. Análisis estadístico.  

Los valores de crecimiento radial de L. gongylophorus, fueron sometidos a un análisis de 

varianza (ANOVA) y una prueba de diferencia entre medias, utilizando el test de Tukey, con 

un nivel de confianza del 95,0%. Se utilizó el programa estadístico InfoStat versión 2018 

(Grupo InfoStat, Argentina). 

3.3.2. Mecanismos de micoparasitismo: microcultivos en cámara húmeda.  

Con la finalidad de observar la interacción entre Escovopsis y L. gongylophorus durante el 

proceso de micoparasitismo, se realizaron enfrentamientos en microcultivo. Para tal fin, se 

seleccionó un aislamiento promisorio de Escovopsis, con el cual se analizaron estrategias y 

mecanismos estructurales de micoparasitismo sobre L. gongylophorus.    

Cada ensayo se realizó en una cámara húmeda, compuesta por una caja de Petri, 

conteniendo dos portaobjetos cruzados y un fragmento de algodón humedecido con agua 

destilada. Todos los componentes fueron esterilizados en autoclave a 121 °C y 1 atm de 

presión superior a la normal durante 15 min. 

Sobre el portaobjetos superior, donde se colocó una fina capa de medio de cultivo AA (Anexo 

1); se inoculó un fragmento micelial de L. gongylophorus sobre un extremo del portaobjeto y 

se incubó a 28 ± 1°C en oscuridad, durante un periodo de 7 días. Posteriormente se inoculó 

el aislamiento de Escovopsis seleccionado como promisorio sobre el otro extremo del 

portaobjeto, y se incubó bajo las mismas condiciones. Los ensayos se evaluaron 

periódicamente hasta detectar la interacción entre los aislamientos, la cual se observó 

mediante microscopía óptica convencional, utilizando la técnica de montaje con lactofenol azul 

de algodón. 
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3.4. Optimización de la secreción de enzimas micolíticas en un aislamiento de 

Escovopsis promisorio 

Con el fin de aumentar la actividad de las enzimas micolíticas (proteasas, quitinasas y β-1,3-

glucanasas), en el aislamiento de Escovopsis seleccionado como promisorio, se llevó a cabo 

una serie de ensayos en fermentación líquida. Se realizó una selección de fuentes de carbono 

y nitrógeno seguida de la optimización, de las fuentes de carbono y nitrógeno seleccionadas, 

así como de las variables pH inicial del medio y concentración de inoculo. Fueron empleados 

distintos diseños experimentales, para analizar de manera simultánea el efecto de las 

variables con todas sus combinaciones. 

3.4.1. Medios de cultivo líquidos: fuentes de carbono y nitrógeno 

Para los ensayos de optimización de la secreción de enzimas micolíticas, se emplearon 

medios de cultivo líquidos compuestos por una combinación de diferentes tipos y 

concentraciones de fuentes de carbono y nitrógeno. 

Como fuentes de carbono se emplearon paredes celulares fúngicas pertenecientes a L. 

gongylophorus y Fusarium las cuales debieron ser tratadas, mediante un proceso de 

extracción [181]. Para la producción de micelio fúngico, los hongos se inocularon en medio 

liquido ME (Anexo 1) y se incubaron durante 15 días a 28 ± 1°C, en luz continua (Fusarium) y 

oscuridad (L. gongylophorus). Posteriormente se procesaron como se detalla en la Tabla 2. 

Tabla 2. Procedimiento para la extracción de paredes celulares fúngicas [181]. 

Filtración del micelio  → H20 destilada 

Purificación → NaCl 0,85% (p/v) (2 h) 

Solubilización de tejidos internos  → SDS 2% (p/v) (5 min) 

Lavados y centrifugado  → 
Cloroformo:Metanol (1:1) 
Acetona 

Secado  → Temperatura ambiente (24 h) 

Triturado de paredes celulares  → Mortero 

Las fuentes de nitrógeno ensayadas fueron los componentes del medio Mandels [155] el cual 

es ampliamente citado por favorecer la secreción enzimática. El mismo se compone de:  

KH2PO4 (2 g/L), CaCl2.2H2O (0,4 g/L), MgSO4.4H2O (0,3 g/L), FeSO4.7H2O (0,005 g/L), 

MnSO4.4H2O (0,0016 g/L), ZnSO4.7H2O (0,0014 g/L), CoCl2.6H2O (0,02 g/L); y los 

componentes nitrogenados, urea (0,3 g/L), extracto de levadura (0,25 g/L) y sulfato de amonio 

(1,4 g/L). 
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3.4.2. Condiciones de cultivo en fermentación líquida: Inóculo, incubación y muestreo 

Para todos los ensayos, el aislamiento de Escovopsis seleccionado, mantenido y conservado 

en cepario, se reactivó en placas de Petri conteniendo PDA como medio de cultivo (Anexo 1), 

y se incubó alrededor de 7 días a 28 ± 1°C en oscuridad. 

Una vez lograda la esporulación, se preparó una suspensión de esporas en una solución 

estéril de agua destilada con agregado de Tween 80 0,1% (v/v). El recuento de esporas se 

realizó utilizando una cámara de Neubauer, hasta alcanzar una concentración de 1 x 107 

esporas/mL. 

Para cada ensayo, se utilizaron frascos erlenmeyers de 250 mL, conteniendo 75 mL del medio 

de cultivo a ensayar, los cuales se esterilizaron en autoclave. Posteriormente se inocularon 

con 3 mL de suspensión de esporas y se incubaron a 28 ± 1°C en oscuridad y 100 rpm de 

agitación, durante 16 días. Periódicamente, se tomaron muestras de 3 mL de sobrenadante, 

en condiciones de esterilidad. 

 

3.4.3. Determinación enzimática cuantitativa  

La respuesta de los ensayos se cuantificó determinando la capacidad de Escovopsis para 

secretar enzimas micolíticas. Los métodos para determinar las actividades fueron 

estandarizados por nuestro equipo de trabajo empleando los sobrenadantes enzimáticos. 

 

3.4.3.1. Actividad proteasa: Método de la Azocaseína (Modificado de Charney y 

Tomarelli [182])  

Se utilizó el sustrato cromogénico, azocaseína al 0,5% (p/v), en buffer Tris-HCl (0,2 M a pH 

7,4). Las mezclas de reacción (300 µL de azocaseína + 300 µL del sobrenadante enzimático), 

se incubaron durante 50 min a 37°C, en baño termostático sin agitación. 

Las reacciones se detuvieron mediante la adición de 600 µL de ácido tricloroacético al 10% 

(p/v). Las muestras se centrifugaron a 7000 rpm durante 5 min y los sobrenadantes obtenidos 

se neutralizaron con NaOH (1 M). Las determinaciones se llevaron a cabo a 440 nm en un 

espectrofotómetro Shimadzu UV-Vos 1900. La actividad enzimática se expresó en términos 

de unidades equivalentes a la actividad de un mg de papaína (1 unidad = 1mg de papaína). 
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3.4.3.2. Actividad β-1,3-glucanasa (Modificado de Masih y Paul [183]) 

Se empleó el sustrato laminarina 1% (p/v), en buffer acetato (0,2 M; pH 5). Las mezclas de 

reacción (250 µL de laminarina + 250 µL del sobrenadante enzimático) se incubaron durante 

40 min a 50°C, en baño termostático sin agitación. Las reacciones se detuvieron mediante la 

adición de 500 µL de ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS), se hirvieron por 10 min y se adicionaron 

4 mL de agua destilada. Las determinaciones se llevaron a cabo a 540 nm en un 

espectrofotómetro Shimadzu UV-Vis 1900. Una unidad de β-1,3-glucanasa se definió como la 

cantidad de enzima necesaria para liberar 1 μmol de glucosa por min. 

 

3.4.3.3. Actividad quitinasa (Modificado de Wen et al., De Marco et al, y Kyoung-Ja Kim et 

al., [184–186]) 

Se utilizó como sustrato quitina coloidal 0,5% (v/v) en buffer acetato (0,05 M; pH 4,8). Las 

mezclas de reacción (300 µL de quitina coloidal + 300 µL del sobrenadante enzimático) se 

incubaron durante 60 min a 37°C, en baño termostático a 90 rpm. Las reacciones se 

detuvieron mediante la adición de 600 µL de DNS, se hirvieron por 10 min y se adicionaron 4 

mL de agua destilada. Las determinaciones se llevaron a cabo a 540 nm en un 

espectrofotómetro Shimadzu UV-Vis 1900. Una unidad de quitinasa se definió como la 

cantidad de enzima necesaria para liberar 1 μmol de N-acetilglucosamina (NAG) por min. 

 

3.4.4 Análisis estadísticos  

Para cada ensayo se realizó un ANOVA en función del diseño experimental seleccionado. 

Con el fin de analizar las variables con efecto significativo sobre la actividad enzimática, todos 

los datos obtenidos fueron procesados y analizados utilizando los programas estadísticos 

InfoStat versión 2018 (Grupo InfoStat, Argentina) y Statgraphics Centurion XVI (StatPoint, Inc., 

USA). 

 

3.4.5 Selección de fuentes de carbono y nitrógeno que promuevan la secreción de 

enzimas micolíticas  

Con el fin de evaluar el efecto de distintas fuentes de carbono y nitrógeno sobre la actividad 

micolítica del aislamiento seleccionado, se empleó un diseño experimental factorial de dos y 

cuatro niveles. Cada ensayo se diseñó en función de la combinación de los niveles de cada 

factor (Tabla 3). Todos los ensayos se realizaron por duplicado y bajo las condiciones de 

cultivo descritas anteriormente (Sección 3.4.2). 
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Para el factor fuente de carbono fueron considerados dos niveles: paredes celulares de 

Fusarium y paredes celulares de L. gongylophorus, con una concentración de 0,36 g/L. Para 

el factor fuente de nitrógeno fueron considerados cuatro niveles: urea, extracto de levadura, 

sulfato de amonio y Mandels. Con respecto a este factor, se utilizó una solución general de 

Mandels con modificaciones para los distintos ensayos; y se emplearon las concentraciones 

de los componentes nitrogenados citadas para este medio (sección 3.4.1). 

Análisis estadísticos: Los datos fueron procesados utilizando el programa estadístico InfoStat 

versión 2018 (Grupo InfoStat, Argentina). Con el fin de seleccionar las variables que tuvieron 

efecto significativo sobre la actividad enzimática, se realizó un ANOVA y una prueba de 

diferencia entre medias, mediante el test de Tukey, con un nivel de confianza de 95,0%. 

Tabla 3. Combinación de niveles para cada factor ensayado y los valores de concentración para cada uno. 

FUENTES DE 
CARBONO 

FUENTES DE NITROGENO 

Urea 
(0,3 g/L) 

Sulfato de 
amonio 
(1,4 g/L) 

Extracto de 
levadura 
(0,25 g/L) 

Mandels 
Urea (0,3 g/L), Sulfato de 
amonio (1,4 g/L), Extracto 

de levadura (0,35 g/L) 
Paredes celulares de 

Fusarium 
(0,36 g/L) 

ENSAYO 1 ENSAYO 2 ENSAYO 3 ENSAYO 4 

Paredes celulares de L. 
gongylophorus  

(0,36 g/L) 
ENSAYO 5 ENSAYO 6 ENSAYO 7 ENSAYO 8 

 

3.4.6 Optimización de la fuente de carbono seleccionada que promueva la secreción 

de enzimas micolíticas  

Con el fin de obtener la concentración óptima de la fuente de carbono seleccionada 

previamente, se estudiaron cuatro niveles de la misma para incrementar la actividad de las 

enzimas micolíticas. Se utilizó la fuente de nitrógeno seleccionada y las concentraciones de 

carbono ensayadas fueron las siguientes: 0,13 g/L; 0,36 g/L; 0,81 g/L y 1,25 g/L. 

Análisis estadísticos: Los datos fueron procesados utilizando el programa estadístico InfoStat 

versión 2018 (Grupo InfoStat, Argentina). Con el fin de seleccionar la concentración de fuente 

de carbono con un efecto significativo sobre la actividad enzimática, se realizó un ANOVA y 

una prueba de diferencia entre medias, mediante el test de Tukey, con un nivel de confianza 

de 95,0%. 
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3.4.7 Optimización de la fuente de nitrógeno seleccionada que promueva la secreción 

de enzimas micolíticas  

Con el fin de optimizar las concentraciones de la fuente de nitrógeno seleccionada 

previamente, se utilizó un diseño experimental de superficie de respuesta (RSM) denominado 

Box-Behnken. Se ensayó el efecto de tres niveles de concentración (+1, 0 y -1) para cada uno 

de los factores, es decir, cada uno de los componentes nitrogenados del medio Mandels (urea, 

extracto de levadura y sulfato de amonio). Se realizaron 17 ensayos, incluyendo un punto 

central por quintuplicado, que son ensayos adicionales localizados en el nivel medio de los 

factores, los cuales permiten una estimación más uniforme de la varianza en el espacio del 

diseño. Las concentraciones ensayadas se detallan en la Tabla 4.   

Análisis estadísticos: los datos fueron analizados mediante el programa estadístico 

Statgraphics Centurion XVI (StatPoint, Inc., USA). Con el fin de analizar el efecto de los 

distintos niveles de cada factor sobre la actividad de cada enzima, se realizó un ANOVA de 

RSM con un nivel de confianza de 95,0%. Para el correcto análisis de RSM, las 

concentraciones reales fueron expresadas en las unidades estándar (-1, 0 y +1) donde +1 

representa la concentración más alta y -1 la más baja. Asimismo, para obtener los valores de 

concentración óptimos para cada componente nitrogenado, se realizó un análisis de 

optimización de múltiples respuestas, para incrementar de manera conjunta la actividad de 

las enzimas micolíticas. 

Tabla 4. Fuentes de nitrógeno evaluadas y los valores de concentración reales para cada nivel. 

Factores 
Urea 

Extracto de levadura 
Sulfato de amonio 

Niveles -1 0 +1 

Concentraciones 0,2 g/L 1,1 g/L 2 g/L 

 

3.4.8 Optimización de variables físico-químicas que promuevan la secreción de 

enzimas micolíticas: concentración de inóculo, pH inicial del medio y 

concentración de urea 

Con el fin de seguir incrementando la actividad de las enzimas micolíticas del aislamiento de 

Escovopsis seleccionado, se optimizó la concentración del componente nitrogenado urea, la 

variable pH inicial del medio y la concentración del inóculo. Se utilizó un diseño experimental 

RSM Box-Behnken. Se ensayó el efecto de tres niveles (+1, 0 y -1) para cada uno de los 

factores, es decir, cada variable físico-química. Se realizaron 17 ensayos, incluyendo un punto 

central por quintuplicado. Los factores y niveles ensayados se detallan en la Tabla 5. Para 

cada medio de cultivo ensayado se incluyeron las variables optimizadas previamente.   
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Análisis estadísticos: los datos fueron analizados mediante el programa estadístico 

Statgraphics Centurion XVI (StatPoint, Inc., USA). Con el fin de evaluar el efecto de los 

distintos niveles de cada factor se realizó un ANOVA de RSM con un nivel de confianza de 

95,0%; y se obtuvieron los valores óptimos de cada variable físico-química, mediante un 

análisis de optimización de múltiples respuestas. 

Tabla 5. Variables físico-químicas evaluadas y los valores reales de cada una para cada nivel 

Niveles -1 0 +1 

F
a

c
to

re
s
 Concentración de Urea 0 g/L 0,1 g/L 0,2 g/L 

pH 4 5,5 7 

Concentración de inoculo 1 x 106 esporas/mL 1 x 107 esporas/mL 2 x 107 esporas/mL 

 

3.4.9 Validación de las variables experimentales optimizadas 

Con el fin de validar las condiciones óptimas predichas para cada factor en los análisis de 

optimización de múltiples respuestas, se realizó un ensayo por quintuplicado empleando los 

valores óptimos para cada variable ensayada. Los ensayos se incubaron bajo las condiciones 

descritas anteriormente (Sección 3.4.2). Finalmente se realizó la comparación entre los 

valores obtenidos y los valores predichos para cada actividad enzimática. 

 

3.5 Caracterización bioquímica de las enzimas micolíticas presentes en los 

sobrenadantes optimizados 

Luego de ensayar las distintas variables físico-químicas, y obtener las condiciones de cultivo 

en fermentación líquida óptimas para el aislamiento de Escovopsis promisorio, se procedió a 

la caracterización bioquímica de las enzimas micolíticas presentes en los sobrenadantes 

optimizados. 

 

3.5.1 Temperatura y pH de reacción óptimos  

El efecto de la temperatura sobre la actividad de las enzimas micolíticas (proteasas, β-1,3-

glucanasas y quitinasas) se evaluó incubando las mezclas de reacción a diferentes 

temperaturas, con un pH estándar de reacción. Posteriormente, el efecto del pH se determinó 

incubando las mezclas de reacción a temperatura óptima, usando diferentes buffers para 

variar el pH de reacción. La actividad enzimática se determinó empleando los protocolos 

descritos en la sección 3.4.3, con las respectivas modificaciones (Tabla 6). Las demás 

condiciones de reacción se mantuvieron constantes y los ensayos se realizaron por duplicado. 
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Tabla 6. Temperaturas y pHs de reacción ensayados para cada enzima micolítica. 

Enzimas micolíticas Proteasas β-1,3-glucanasas Quitinasas 

Temperatura  
(°C) 

25 25 25 

37 40 37 

45 50 45 

55 60 55 

65 70 65 

75 

  85 

95 

pH 

5 3 3 

6 4 4 

7 5 4,8 

7,4 6 5 

8 7 6 

9  7 

 

 

3.5.2 Termoestabilidad y pH estabilidad 

Para determinar la estabilidad enzimática en el tiempo, los sobrenadantes optimizados se 

incubaron post-fermentación a diferentes temperaturas y pHs. Posteriormente se midió la 

actividad residual de cada ensayo, la cual se expresó en porcentaje tomando la actividad en 

tiempo cero como el 100%. La actividad enzimática se determinó empleando los protocolos 

descritos en la sección 3.4.3, a las temperaturas y pHs de reacción optimizados en la sección 

3.5.1. 

Con respecto a la termoestabilidad en el tiempo, los sobrenadantes se incubaron a 

temperatura ambiente (entre 24 y 28°C) y en heladera (5°C), durante 30 días, retirando las 

muestras cada 5 días; y a la temperatura de reacción óptima de cada enzima, retirando las 

muestras cada 5 min. 

Con respecto a la estabilidad del pH en el tiempo a temperatura ambiente, para cada enzima 

se ensayó la estabilidad a su pH óptimo, y además se seleccionaron dos puntos de pH para 

cada una. Los sobrenadantes se incubaron durante 30 días, retirando las muestras cada 5 

días.  

 

3.5.3 Análisis estadísticos 

Los datos obtenidos de las secciones 3.5.1 y 3.5.2 fueron procesados utilizando el programa 

estadístico InfoStat versión 2018 (Grupo InfoStat, Argentina). Con el fin de analizar el efecto 
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de las variables descritas sobre la actividad enzimática, se realizó un ANOVA y una prueba 

de diferencia entre medias, mediante el test de Tukey, con un nivel de confianza de 95,0%. 

3.5.4 Detección de isoenzimas con actividad micolítica en ND-PAGE: Zimogramas 

La zimografía permite revelar selectivamente isoenzimas, que son diferentes formas 

moleculares de una enzima, capaces de catalizar la misma reacción. En este trabajo, se 

detectó la presencia de isoenzimas con actividad micolítica (proteasas, β-1,3-glucanasas y 

quitinasas) mediante electroforesis no desnaturalizante (ND-PAGE) en geles de poliacrilamida 

al 7,5% (p/v) [187,188]. Los sobrenadantes enzimáticos se clarificaron con solución acuosa 

de Tween 80 0,1% (v/v) en una proporción 2:1; y se sembraron 25 µL por cada carril. La 

corrida electroforética se realizó a 120 V por 120 min en buffer Tris-Glicina 1,5 M, pH 8,3. 

3.5.4.1 Detección de isoenzimas para proteasas 

Para determinar la presencia de isoenzimas de proteasas, se realizó un gel ND-PAGE 

conteniendo leche descremada 0,3% (p/v). Luego de realizar la corrida electroforética, el gel 

se incubó en buffer Tris-HCl 0,2 M pH 7,4, en heladera durante 15 min, luego por 2 h a 

temperatura ambiente y después por 1 h a 37°C. Posteriormente el gel se tiñó durante 1 h con 

una solución de azul de Coomasie 0,25% (p/v), metanol 30% (v/v) y ácido acético 10% (v/v). 

Finalmente se realizaron lavados con una solución de metanol 30% (v/v) y ácido acético 10% 

(v/v), hasta visualizar las bandas claras en el fondo azul. 

3.5.4.2 Detección de isoenzimas para β-1,3-glucanasas 

Para determinar la presencia de isoenzimas de β-1,3-glucanasas, se realizó un gel ND-PAGE 

conteniendo laminarina 0,1% (p/v). Luego de realizar la corrida electroforética, el gel se incubó 

en buffer acetato 0,2 M pH 5, durante 40 min a 50°C. Posteriormente el gel se tiño durante 15 

min en agitación suave, con una solución de rojo congo 0,1% (p/v). Finalmente se realizaron 

lavados con una solución de NaCl 1 M, hasta visualizar las bandas en el gel.  

3.5.4.3 Detección de isoenzimas para quitinasas 

Para determinar la presencia de isoenzimas de quitinasas, se realizó un gel ND-PAGE 

conteniendo quitina coloidal 0,1% (v/v). Luego de realizar la corrida electroforética, el gel se 

incubó en buffer acetato 0,05 M pH 4,8, durante 1 h a 45°C. Posteriormente el gel se tiño 

durante 15 min en agitación suave, con una solución de rojo congo 0,1% (p/v). Finalmente se 

realizaron lavados con una solución de NaCl 1M, hasta visualizar las bandas en el gel.
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Obtención de aislamientos fúngicos de Escovopsis y L. gongylophorus, 

asociados a nidos de hormigas cortadoras de hojas en Misiones. 

En primera instancia, con el fin de obtener aislamientos fúngicos pertenecientes a Escovopsis 

y L. gongylophorus, se muestrearon un total de 53 nidos de hormigas cortadoras de hojas, 

pertenecientes al género Acromyrmex. Una vez transportadas al laboratorio y al cabo de unos 

días sin ser procesadas, en varias muestras se pudo detectar a simple vista, de acuerdo a sus 

características macroscópicas, la presencia de colonias de Escovopsis creciendo sobre los 

fragmentos de hongueras (Figura 7 a-b). Asimismo, en las muestras que fueron sembradas e 

incubadas, también se pudo observar el crecimiento de colonias de Escovopsis (Figura 7 c-

d). Con respecto a L. gongylophorus, las colonias se pudieron aislar a partir de la siembra 

directa de fragmentos de hongueras (Figura 7 e-f).  

Posteriormente, mediante una serie de resiembras, se obtuvieron 11 aislamientos de 

Escovopsis, provisoriamente codificados desde HMP1 a HMP11; y 2 de L. gongylophorus 

denominados 136MIG y 173COR. Posteriormente cada uno de estos aislamientos fue 

identificado con el código de cepario del BIOTECMOL (Anexo 3).  

 

 
Figura 7. Aislamiento de los géneros fúngicos Escovopsis y L. gongylophorus, en Misiones. Colonias de 

Escovopsis creciendo sobre las muestras de hongueras (a y b). Colonias de Escovopsis creciendo en placas con 

medio de cultivo PDA (c y d). L. gongylophorus creciendo directamente sobre la muestra de honguera (e). L. 

gongylophorus creciendo en medio de cultivo PDA (f). Las flechas indican las colonias fúngicas de interés. 

a

 

b

 

c

 
d

 

e 

 

f
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4.2 Identificación polifásica de los aislamientos fúngicos obtenidos 

4.2.1 Caracterización macroscópica  

Con respecto a los aislamientos de Escovopsis, se observaron colonias de crecimiento rápido, 

que cubrieron los 90 mm2 de las placas de Petri en un periodo de 4 a 10 días de incubación. 

Todas las colonias presentaron bordes irregulares, con abundante micelio aéreo, de textura 

pulverulenta (Figura 8). Tanto el anverso como reverso presentaron coloración inicialmente 

blanca y posteriormente marrón. En todos los aislamientos se observó la presencia de 

exudados de color marrón. 

Por otra parte, los aislamientos de L. gongylophorus presentaron crecimiento lento, sin cubrir 

las placas de Petri de 90 mm2 a los 30 días de incubación. Se observaron colonias irregulares, 

con micelio aéreo de textura algodonosa y con agrupaciones visibles de gongilidios 

denominadas estáfilas (Figura 9). El anverso presentó coloración blanca y el reverso 

coloración inicialmente blanca, y posteriormente amarilla.  

 
Figura 8. Características macroscópicas de los aislamientos de Escovopsis. Anverso del crecimiento colonial en 

placas con medio de cultivo PDA a los 10 días de incubación. 
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Figura 9. Características macroscópicas de los aislamientos de L. gongylophorus. Anverso del crecimiento colonial 

en placas con medio de cultivo PDA a los 30 días de incubación. Las flechas señalan la presencia de estáfilas. 

 

4.2.2 Caracterización microscópica  

Con respecto a la caracterización microscópica, de manera general los aislamientos de 

Escovopsis mostraron la presencia de hifas septadas, hialinas, de paredes delgadas, 

conidióforos cilíndricos, con ramificaciones cruciformes y en ocasiones monopodiales. Las 

ramas presentaron vesículas evanescentes, laterales y apicales, cilíndricas, ocasionalmente 

clavadas (Figura 10). Asimismo, todos los aislamientos presentaron fiálides ampuliformes, 

dispuestas a lo largo de las vesículas, a partir de las cuales se desprendían cadenas 

basipetales de conidios con paredes gruesas y ornamentadas, globosos a ovoides, 

inicialmente hialinos que se tornaban marrones al incrementar el tiempo de incubación. 

Particularmente, en 8 aislamientos (HMP2, HMP3, HMP4, HMP7, HMP8, HMP9, HMP10 y 

HMP11) se pudo observar ocasionalmente la presencia de vesículas catenuladas de a dos 

(Figura 11). 

 

136-MIG 173-COR 
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Figura 10. Características microscópicas de los aislamientos de Escovopsis. Las flechas negras indican a las 

vesículas presentes en los conidióforos, con fiálides dispuestas a lo largo de cada una. Se observaron con aumento 

40X y las barras negras representan 22 µm. Las flechas rojas indican los conidios globosos a ovoides, con un 

aumento 100X, y las barras rojas representan 8 µm. 
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Figura 11. Características microscópicas particulares de los aislamientos de Escovopsis HMP2, HMP3, HMP4, 

HMP7, HMP8, HMP9, HMP10 y HMP11. Las flechas indican el punto de unión entre dos vesículas catenuladas. 

Aumento 40X.  

 

Con respecto a los aislamientos de L. gongylophorus se observaron hifas hialinas de paredes 

delgadas, septadas y carentes de fíbulas. Asimismo, se observó la presencia de gongilidios, 

que son estructuras hifales ensanchadas características del hongo L. gongylophorus (Figura 

12). 

 

 
Figura 12. Características microscópicas de los aislamientos de L. gongylophorus. Las flechas indican los 

gongilidios. Aumento 40X, las barras representan 22 µm.  

 

4.2.3 Identificación morfológica de los aislamientos de Escovopsis 

Se utilizaron diferentes claves de identificación taxonómica junto con bibliografía de 

referencia, para ubicar los 11 aislamientos de Escovopsis hasta el nivel de especie. En base 

a las mediciones de las estructuras microscópicas, se determinó de manera presuntiva que el 

aislamiento identificado como HMP1 pertenecía a la especie E. microspora con vesículas de 

5,3 ± 0,3 µm de diámetro, mientras que los aislamientos HMP5 y HMP6 pertenecían a la 
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especie E. weberi con vesículas de mayor diámetro (6,3 ± 0,3 µm y 6 ± 0,2 µm 

respectivamente). Asimismo, como se mencionó anteriormente (Sección 4.2.2), los 

aislamientos HMP2, HMP3, HMP4, HMP7, HMP8, HMP9, HMP10 y HMP11 presentaron 

ocasionalmente vesículas catenuladas. Esta característica se correspondió con la descripción 

de dos especies, denominadas E. catenulata y E. primorosea, las cuales se diferencian 

morfológicamente, por la coloración de sus conidios cuando crecen en medio mCYA (Anexo 

1). Por tanto, se sembraron los ocho aislamientos en este medio y se pudo determinar a qué 

especie pertenecían. Se observó que las colonias correspondientes a los aislamientos HMP2, 

HMP3, HMP4, HMP7, HMP9, HMP10 y HMP11 presentaron conidios de color rosa pálido el 

día 4 de incubación, los cuales se tornaron marrones después del día 5 (Figura 13). Por tanto, 

se determinó su pertenencia a la especie E. primorosea. Por el contrario, en las colonias del 

aislamiento HMP8 se observaron conidios marrones durante todo el periodo de incubación. 

Por ello se determinó que correspondía a la especie E. catenulata. 

 

 

Figura 13. Colonias de Escovopsis creciendo en medio mCYA, a los cuatro días de incubación. Las flechas 

indican zonas de conidios con coloración rosa pálido. 

 

 

4.2.4 Caracterización e identificación molecular de los aislamientos de Escovopsis 

Mediante las metodologías de extracción empleadas se logró obtener material genético para 

todos los aislamientos. La calidad de los ácidos nucleicos extraídos se verificó por la 

observación de bandas nítidas de elevado peso molecular, en un gel de agarosa al 1% (datos 

no mostrados). Mediante la amplificación por PCR de la región ITS1-5,8S-ITS2 con los 
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cebadores universales ITS1 e ITS4, se obtuvieron amplicones de aproximadamente 500 pb 

para cada uno de los aislamientos fúngicos. Todos los productos amplificados se visualizaron 

en gel de agarosa al 1,5% (p/v) (Figura 14) y se enviaron a secuenciar. 

 

Figura 14. Gel de agarosa 1,5% con los productos de PCR obtenidos con ADN de 11 aislamientos de Escovopsis. 

El carril PM corresponde al marcador de peso molecular BioRad Ladder 100 pb DNA 100 mg/mL, el carril C- al 

control negativo, y los carriles 1 al 11 son las bandas de 500 pb que corresponden a los amplicones de los 

aislamientos HMP1, HMP2, HMP3, HMP4, HMP5, HMP6, HMP7, HMP8, HMP9, HMP10 y HMP11 

respectivamente. 

 

A partir de las secuencias obtenidas de los fragmentos amplificados, se realizó la identificación 

y localización de cada una de las regiones de interés, ITS1, 5,8S e ITS2 (Figura 15). 
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Figura 15. Análisis de las secuencias consenso, correspondientes a las regiones ITS1-5,8S-ITS2 del ADN 

ribosomal, de los aislamientos de Escovopsis. Se muestran en rosa los espaciadores internos ITS1 e ITS2 y en 

verde las regiones génicas 18S parcial, 5,8S completo y 28S parcial. 
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Mediante el análisis de las secuencias en las bases de datos primaria y secundaria, se 

pudieron determinar los porcentajes de identidad y similitud de cada uno de los aislamientos. 

Se cotejaron los datos moleculares con el análisis morfológico, y se comprobó la identidad del 

aislamiento HMP1 con E. microspora y la de los aislamientos HMP5 y HMP6 con E. weberi. 

Por otra parte, se observó que en las bases de datos no hay secuencias de ITS reportadas 

para las especies E. primorosea y E. catenulata, por lo que los datos moleculares de los 

aislamientos HMP2, HMP3, HMP4, HMP7, HMP8, HMP9, HMP10 y HMP11, mostraron 

identidad con E. weberi (menor a 95%). Este análisis discrepa con su caracterización 

morfológica que indica la pertenencia de estos aislamientos a E. primorosea y E. catenulata. 

Por tanto, el análisis de secuencias difiere con los resultados obtenidos de la caracterización 

morfológica macro y microscópica, las cuales adquieren mayor relevancia para la 

identificación de estos aislamientos.  

A partir de las secuencias obtenidas para los aislamientos de Escovopsis, junto con otras 

secuencias recuperadas del NCBI-GenBank, se construyeron dos árboles filogenéticos, por 

los métodos NJ (Figura 16a) y ML (Figura 16b). 

Todas las secuencias del género Escovopsis se presentaron en un mismo grupo monofilético, 

con un valor de Bootstrap de 90 por la metodología NJ y 92 por ML. Los aislamientos HMP1, 

HMP5 y HMP6 se agruparon con E. microspora y E. weberi, con un Bootstrap de 79 para NJ 

y 85 para ML. Por tanto, este árbol no permitió distinguir entre las dos especies. Sin embargo, 

los análisis previos, tanto morfológicos como bioinformáticos, permitieron establecer que 

HMP1 pertenecía a E. microspora y, HMP5 y HMP6 a E. weberi. 

Por otra parte, los aislamientos HMP2, HMP3, HMP4, HMP7, HMP9, HMP10 Y HMP11 se 

agruparon juntos, con un Bootstrap de 73 para NJ y 84 para ML; y el aislamiento HMP8 se 

ubicó en una rama aparte, en ambos casos sin agruparse con ninguna secuencia de 

referencia. Con respecto a estos aislamientos, se puede inferir que las relaciones filogenéticas 

se correspondieron con los análisis morfológicos y bioinformáticos efectuados anteriormente, 

debido a que no hay secuencias de ITS publicadas en las bases de datos para estas especies. 

Por consiguiente, los 7 aislamientos pertenecientes a E. primorosea se agruparon juntos, por 

un lado, y el aislamiento perteneciente a E. catenulata, se ubicó aparte. 
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Figura 16. Arboles filogenéticos construidos a partir de secuencias ITS1-5,8S-ITS2 de los aislamientos de 

Escovopsis HMP1, HMP2, HMP3, HMP4, HMP5, HMP6, HMP7, HMP8, HMP9, HMP10 y HMP11 junto con 

secuencias recuperadas del NCBI-GenBank. Distancias genéticas calculadas de acuerdo al modelo de sustitución 

nucleotídica de Kimura-2 parámetros (K2 + I), mediante los métodos de NJ (a) y ML (b). Los números en las ramas 

representan el soporte probabilístico por el análisis de Bootstrap de 1000 réplicas. Los rombos coloreados indican 

la ubicación de cada aislamiento de interés. Los números de acceso van seguidos de los nombres de las especies. 

a      

 

b    
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Una vez realizado el análisis polifásico de todos los aislamientos de Escovopsis, sus 

secuencias, correspondientes a la región ITS1-5,8S-ITS2, se depositaron en el NCBI-

Genbank (Tabla 7). 

Tabla 7. Secuencias depositadas en el NCBI-GenBank, obtenidas para a partir de marcadores ITS, utilizadas para 

la identificación de los aislamientos de Escovopsis. 

Aislamiento Amplicones (pb) Numero de acceso Especie 

HMP1 472 MK935703 E. microspora 

HMP2 582 OK037535 E. primorosea 

HMP3 584 OK135326 E. primorosea 

HMP4 592 OK135329 E. primorosea 

HMP5 614 MT920314 E. weberi 

HMP6 612 MT920399 E. weberi 

HMP7 608 OK135330 E. primorosea 

HMP8 553 OK135333 E. catenulata 

HMP9 578 OK135336 E. primorosea 

HMP10 568 OK135346 E. primorosea 

HMP11 612 OK135348 E. primorosea 

 

4.3 Selección de una cepa fúngica promisoria mediante pruebas de patogenicidad 

A fin de seleccionar los aislamientos fúngicos promisorios con características implicadas en 

control biológico se realizaron ensayos de antagonismo enfrentando los aislamientos de 

Escovopsis contra el hongo L. gongylophorus. 

 

4.3.1 Ensayos de patogenicidad in vitro: método de enfrentamiento por cultivo dual  

Como resultado de las pruebas de patogenicidad, a simple vista todos los aislamientos de 

Escovopsis presentaron mayor esporulación en presencia de L. gongylophorus, en 

comparación con sus controles. Asimismo, se observó un mayor desarrollo hifal con 

crecimiento dirigido de Escovopsis hacia L. gongylophorus, con el deterioro progresivo de este 

hongo simbionte en la totalidad de los enfrentamientos (Figura 17). 
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Figura 17. Ensayos de patogenicidad: Enfrentamientos in vitro y controles experimentales. La imagen superior 

izquierda muestra cómo se componen los controles y cultivos duales modificados, para cada enfrentamiento: (E) 

representa a cada aislamiento de Escovopsis y (L) a L. gongylophorus. 

 

La patogenicidad de Escovopsis se estimó cualitativamente, mediante sus categorías de 

virulencia. Particularmente, cinco aislamientos de Escovopsis, (HMP1, HMP3, HMP7, HMP8 

y HMP9), se destacaron por alcanzar un grado 4 de virulencia al sexto día del enfrentamiento 
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(Figura 18a), en el cual se observó el crecimiento de micelio y esporas de coloración marrón 

oscuras de Escovopsis sobre L. gongylophorus, con el posterior colapso total de su estructura. 

Los aislamientos restantes de Escovopsis alcanzaron un grado 4 de virulencia antes del día 

10 de enfrentamiento. 

Por otra parte, los grados de inhibición de L. gongylophorus se calcularon al segundo día de 

los enfrentamientos, ya que Escovopsis alcanzó el grado 1 de virulencia a partir del segundo 

día, cubriendo de micelio las colonias de L. gongylophorus lo cual dificultó seguir midiendo los 

halos de crecimiento del hongo simbionte los días restantes del ensayo. Con respecto a este 

índice, se observó un porcentaje de inhibición de L. gongylophorus mayor a 90%, por parte 

de Escovopsis HMP9 (Figura 18b). Los aislamientos restantes presentaron grados de 

inhibición satisfactorios mayores a 50%, a excepción de HMP4 cuya media no superó el 50%. 

A partir del ANOVA realizado sobre los valores de crecimiento radial de L. gongylophorus se 

observó una influencia significativa (p<0,05), por parte de ocho aislamientos de Escovopsis, 

HMP1, HMP3, HMP5, HMP6, HMP7, HMP8, HMP9 y HMP11, sobre el crecimiento de L. 

gongylophorus, con un nivel de confianza de 95,0% (Figura 18c). Sin embargo, Escovopsis 

HMP9 presentó el mayor efecto significativo sobre el crecimiento de L. gongylophorus. Por 

otra parte, se observó que los enfrentamientos de Escovopsis HMP2, HMP4 y HMP10 no 

presentaron diferencias significativas con el control de L. gongylophorus. 

Como resultado de estas evaluaciones, el aislamiento Escovopsis HMP9, además de 

presentar una capacidad antagónica satisfactoria, obtuvo el mayor grado de inhibición y redujo 

de manera significativa el crecimiento de L. gongylophorus. Por tanto, este aislamiento fue 

seleccionado como promisorio. 
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Figura 18. Evaluación de las pruebas de patogenicidad: a) Según los grados de virulencia de Escovopsis, 

representados por las barras (grado medio ± desvío estándar) en función del tiempo, para cada enfrentamiento, b) 

Según el grado de inhibición (porcentaje medio ± desvío estándar)  del crecimiento de L. gongylophorus por parte 

de cada aislamiento de Escovopsis, y c) Gráfico de comparaciones múltiples del crecimiento radial (en cm) de L. 

gongylophorus en los distintos enfrentamientos, donde las medias con una letra común no son significativamente 

diferentes. Test de Tukey, 95,0% de confianza. 



    RESULTADOS 

pág. 53 
 

4.3.2 Mecanismos de micoparasitismo: microcultivos en cámara húmeda. 

El aislamiento E. primorosea HMP9 promisorio contra L. gongylophorus, fue empleado para 

evaluar los mecanismos ocurridos durante el proceso de micoparasitismo.  

Con respecto a los microcultivos controles, ambos hongos presentaron un crecimiento típico; 

L. gongylophorus con hifas carentes de fíbula y la formación de gongilidios, característicos de 

este hongo simbionte (Figura 19a); y E. primorosea HMP9, con conidióforos ramificados, 

vesiculados y fiálides ampuliformes (Figura 19b).   

En los enfrentamientos, la primera característica que permitió distinguir entre ambos hongos 

fue la presencia de hifas con mayor número de ramificaciones en E. primorosea HMP9, en 

comparación con L. gongylophorus (Figura 19c). Con respecto a L. gongylophorus, no se 

detectó la presencia de gongilidios en ninguna replica de microcultivo. Si bien, no se 

observaron diferencias notables en el diámetro de las hifas, en ciertos puntos de cercanía 

entre ambos hongos, las hifas de E. primorosea HMP9 se encontraban entrelazadas 

aparentando un mayor diámetro (Figura 19d y 19e). Asimismo, se observó un enrollamiento 

por parte de las hifas de L. gongylophorus, sobre las hifas entrelazadas de Escovopsis HMP9 

(Figura 19f y 19g).  

Por otra parte, en todas las réplicas de los enfrentamientos se observó una degradación de 

las hifas de L. gongylophorus, tanto en puntos de contacto con E. primorosea HMP9 (Figura 

13i) como también en áreas contiguas, pero sin contacto entre las hifas (Figura 19h). 
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Figura 19. Microcultivos analizados mediante microscopia convencional: Las flechas rojas representan a E. 

primorosea HMP9 y las flechas azules a L. gongylophorus. a) control de L. gongylophorus, aumento 100X, b) 

control de E. primorosea HMP9, aumento 100X, c) enfrentamiento entre E. primorosea HMP9 y L. gongylophorus, 

aumento 4X, d) y e) hifas de E. primorosea HMP9 entrelazadas, aumento 100X, f) y g) enrollamiento de hifas L. 

gongylophorus, sobre E. primorosea HMP9, aumento 100X,  h) degradación de hifas de L. gongylophorus, sin 

contacto con E. primorosea HMP9, aumento 40X, e i) degradación de hifas de L. gongylophorus, en contacto con 

E. primorosea HMP9, aumento 40X. Las barras representan 8 µm. 

 

4.4 Optimización de la secreción de enzimas micolíticas en un aislamiento de 

Escovopsis promisorio 

4.4.1 Selección de fuentes de carbono y nitrógeno que promuevan la secreción de 

enzimas micolíticas  

Con el fin de evaluar el efecto de las distintas fuentes de carbono y nitrógeno sobre la actividad 

micolítica del aislamiento promisorio E. primorosea HMP9, se realizó un ensayo factorial, 

utilizando como fuentes de carbono, paredes celulares fúngicas extraídas de Fusarium sp. y 

de L. gongylophorus; y como fuentes de nitrógeno, extracto de levadura, urea, sulfato de 

amonio y el complejo nitrogenado Mandels. 

En primer lugar, cabe destacar que los medios de cultivo que contenían individualmente urea 

y sulfato de amonio como fuentes de nitrógeno, no presentaron actividad para las enzimas 

micolíticas ensayadas y se observó poco crecimiento de E. primorosea HMP9. 
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Por otra parte, en los ensayos que contenían extracto de levadura y Mandels, se pudo 

observar la formación de abundantes masas miceliares compactas o pellets, de coloración 

amarronada.  

El efecto significativo de cada factor sobre la actividad enzimática, se evaluó mediante un 

ANOVA (Anexo 4), a partir del cual se realizó una prueba de diferencia entre medias para 

cada enzima micolítica. Con respecto a la actividad proteasa, se observó un efecto 

significativo por parte de los medios de cultivo que contenían paredes de L. gongylophorus 

como fuente de carbono (p<0,05) (Figura 20a), con una actividad media de 21,84 ± 5,3 U/L. 

Con respecto a las fuentes de nitrógeno, no se detectaron diferencias significativas entre los 

distintos niveles (p>0,05), presentando mayor actividad proteasa (23,61 ± 1,67 U/L) los 

ensayos que contenían medio Mandels como fuente de nitrógeno (Figura 20b).  

 

Figura 20. Efecto de las fuentes de carbono (a) y nitrógeno (b) sobre la actividad enzimática proteasa del 

aislamiento E. primorosea HMP9. Test de Tukey, con un nivel de confianza de 95,0%. Las medias con una letra 

diferente son significativamente diferentes (p<0,05).  

 

Con respecto a la actividad β-1,3-glucanasa, se observó un efecto significativo por parte de 

ambos factores estudiados (p<0,05), presentando una mayor actividad enzimática los medios 

que contenían paredes celulares de L. gongylophorus como fuente de carbono (Figura 21a) y 

medio Mandels como fuente de nitrógeno (Figura 21b), con actividades de 54,27 ± 12,8 U/L y 

67,74 ± 9,75 U/L respectivamente. 
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Figura 21. Efecto de las fuentes de carbono (a) y nitrógeno (b) sobre la actividad enzimática β-1,3-glucanasa del 

aislamiento E. primorosea HMP9. Test de Tukey, con un nivel de confianza de 95,0%. Las medias con una letra 

diferente son significativamente diferentes (p<0,05).  

 

Con respecto a la actividad quitinasa, además del efecto significativo por parte de las fuentes 

de carbono y nitrógeno, se observó una interacción significativa entre los factores (p<0,05), 

presentando mayor actividad los ensayos que contenían conjuntamente paredes de L. 

gongylophorus y Mandels (4,61 ± 1,6 U/L) (Figura 22). 

A partir de estos resultados, se seleccionaron como fuente de carbono, paredes celulares de 

L. gongylophorus y como fuente de nitrógeno, el complejo Mandels. 

 

 

Figura 22. Efecto de la interacción entre las variables fuente de carbono y nitrógeno sobre la actividad enzimática 

quitinasa del aislamiento E. primorosea HMP9. Test de Tukey, con un nivel de confianza de 95,0%. F: Fusarium, 

L: L. gongylophorus, EL: extracto de levadura y M: Mandels. 
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4.4.2 Optimización de la fuente de carbono seleccionada que promueve la secreción 

de enzimas micolíticas  

En base a la selección de las fuentes de carbono y nitrógeno, se procedió en primera instancia, 

a la optimización de la fuente de carbono. Se ensayaron 4 concentraciones de paredes 

celulares extraídas del micelio de L. gongylophorus (0,13 g/L; 0,36 g/L; 0,81 g/L y 1,25 g/L). 

Los ensayos se realizaron por duplicado. 

Con respecto a la actividad proteasa, se observaron diferencias estadísticamente 

significativas entre las distintas concentraciones de fuente de carbono (p<0,05), presentando 

mayor actividad los ensayos con 0,36 g/L (Figura 23a). Sin embargo, esta concentración no 

fue significativa respecto a 0,81 g/L (p>0,05 g/L). 

Con respecto a la actividad β-1,3-glucanasa, se detectaron diferencias significativas entre las 

distintas concentraciones de fuente de carbono (p<0,05), con mayor actividad para una 

concentración de 0,36 g/L, la cual no presentó diferencias significativas con 0,13 g/L (p>0,05) 

(Figura 23b). 

Finalmente, para la actividad quitinasa, se observó una actividad enzimática 

significativamente mayor para la concentración 0,36 g/L, respecto a las demás 

concentraciones ensayadas (Figura 23c).     

Por tanto, las tres enzimas de estudio presentaron mayor actividad cuando los medios de 

cultivo contenían como fuente de carbono, una concentración de 0,36 g/L de paredes 

celulares de L. gongylophorus. 

 

Figura 23. Efecto de las concentraciones de fuente de carbono (paredes celulares de L. gongylophorus) sobre (a) 

la actividad proteasa, (b) la actividad β-1,3-glucanasa y (c) la actividad quitinasa, del aislamiento E. primorosea 

HMP9. Test de Tukey, con un nivel de confianza de 95,0%. Las medias con una letra diferente son 

significativamente diferentes (p<0,05). 
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4.4.3 Optimización de la fuente de nitrógeno seleccionada que promueve la secreción 

de enzimas micolíticas  

En base a la selección previa de una fuente nitrógeno, se procedió a la optimización de los 

componentes nitrogenados del medio Mandels (urea, extracto de levadura y sulfato de 

amonio). Se ensayó el efecto de tres concentraciones para cada fuente de nitrógeno mediante 

un diseño RSM Box-Behnken, y se empleó la fuente de carbono optimizada previamente. 

Con respecto a la actividad proteasa, en el ANOVA de RSM, se obtuvo un valor de R2 que 

explicó el 87,05% de la variabilidad en los resultados obtenidos y la prueba de falta de ajuste 

no fue significativa (p>0,05) con un nivel de confianza de 95,0% (Tabla 8). Esto indica que el 

modelo seleccionado fue apropiado para describir los datos observados.  

Tabla 8. ANOVA de RSM de las fuentes de nitrógeno, para la actividad proteasa en E. primorosea HMP9, con un 

nivel de 95,0% de confianza. 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

A: Extracto de levadura 88328,8 1 88328,8 111,96 0,0005 

B: Urea 21466,2 1 21466,2 27,21 0,0064 

C: Sulfato de amonio 17730,7 1 17730,7 22,47 0,0090 

AB 49004,5 1 49004,5 62,11 0,0014 

BC 37490,6 1 37490,6 47,52 0,0023 

Falta de ajuste 28656,7 7 4093,81 5,19 0,0654 

Error puro 3155,8 4 788,949   

Total (corr.) 245833, 16    

 

Se observó un efecto estadísticamente significativo por parte de las 3 fuentes de nitrógeno 

ensayadas, así como de la interacción entre ellas (p<0,05) con un nivel de confianza de 95,0% 

(Tabla 8). Asimismo, se realizó un diagrama de Pareto, que muestra los efectos en orden de 

significancia decreciente, sobre la actividad proteasa (Figura 24a). Se detectó una influencia 

positiva por parte de las tres fuentes de nitrógeno ensayadas en sus niveles superiores (+1), 

lo cual se puede observar en el gráfico de efectos principales (Figura 24b). Por otra parte, la 

interacción entre urea/extracto de levadura y urea/sulfato de amonio fue significativamente 

positiva (Figura 24a). 
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Figura 24. Diagrama de Pareto (a) y grafico de efectos principales (b) con los factores en orden de significancia 

decreciente, para la actividad proteasa de E. primorosea HMP9. El largo de las barras es proporcional al efecto 

estandarizado de cada fuente de nitrógeno sobre la actividad enzimática, con el 95,0% de confianza. 

Con respecto a la actividad β-1,3-glucanasa, se obtuvo un R2 de 89,70% y la prueba de falta 

de ajuste no fue significativa (p>0,05) con un nivel de confianza de 95,0%. Por tanto, el análisis 

realizado fue adecuado para los datos obtenidos. 

Se observó un efecto significativo por parte de las fuentes de nitrógeno, extracto de levadura 

y urea, así como la interacción entre ambas (p<0,05) con un nivel de confianza de 95,0% 

(Tabla 9). 

 

Tabla 9. ANOVA de RSM de las fuentes de nitrógeno, para la actividad β-1,3-glucanasa en Escovopsis primorosea 

HMP9, con un nivel de 95,0% de confianza 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

A: Extracto de levadura 21395,5 1 213955, 141,04 0,0000 

B: Urea 79444,9 1 79444,9 52,37 0,0000 

AB 12031,7 1 12031,7 7,93 0,0093 

Falta de ajuste 4367,55 4 1091,89 0,72 0,5865 

Error puro 37925,3 25 1517,01   

Total (corr.) 410488, 33    

 

Las fuentes de nitrógeno con efecto significativo sobre la actividad β-1,3-glucanasa se 

muestran en el diagrama de Pareto (Figura 25a). Se pudo observar que la variable extracto 

de levadura presentó un efecto positivo sobre la actividad enzimática, mientras que urea en 

sus niveles altos (+1) presentó un efecto negativo (Figura 25b), lo que determinó que la 
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interacción entre ambas influye negativamente de manera significativa sobre la actividad β-

1,3-glucanasa (Figura 25a). 

 

Figura 25. Diagrama de Pareto (a) y gráfico de efectos principales (b), con los factores significativos, para la 

actividad β-1,3-glucanasa de E. primorosea HMP9. El largo de las barras es proporcional al efecto estandarizado 

de cada fuente de nitrógeno sobre la actividad enzimática, con el 95,0% de confianza. 

 

Con respecto a la actividad quitinasa, se obtuvo un R2 de 78,57% y la prueba de falta de ajuste 

no fue significativa (p>0,05) con un nivel de confianza de 95,0%. Se observó un efecto 

estadísticamente significativo por parte de las fuentes de nitrógeno, extracto de levadura y 

urea, así como la interacción en las mismas (p<0,05) (Tabla 10).  

 

Tabla 10. ANOVA de RSM de las fuentes de nitrógeno, para la actividad quitinasa en E. primorosea HMP9, con 

un nivel de 95,0% de confianza 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

A: Extracto de levadura 19,0991 1 19,0991 10,40 0,0035 
B: Urea 116,602 1 116,602 63,51 0,0000 

AB 36,1718 1 36,1718 19,70 0,0002 
Falta de ajuste 14,0059 3 4,66862 2,54 0,0790 

Error puro 45,8983 25 1,83593   
Total (corr.) 279,629 33    

Mediante los gráficos de Pareto y efectos principales se pudo observar una influencia 

significativa negativa en la actividad enzimática, por parte de los niveles altos de urea (Figura 
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26). Por su parte los niveles altos de extracto de levadura presentaron un efecto positivo, por 

tanto, la interacción entre ambos factores fue significativamente negativa (Figura 26a). 

 

 

Figura 26. Diagrama de Pareto (a) y grafico de efectos principales (b), con los factores significativos, para la 

actividad quitinasa de E. primorosea HMP9. El largo de las barras es proporcional al efecto estandarizado de cada 

fuente de nitrógeno sobre la actividad enzimática, con el 95,0% de confianza. 

 

A partir del ANOVA de RSM para los efectos de los niveles de cada factor, sobre la actividad 

de las enzimas micolíticas, se realizó un análisis de optimización de múltiples respuestas. Se 

obtuvieron gráficos de RSM tridimensional y de contorno estimados, con los puntos óptimos 

dentro de la región experimental (Figura 27). 

Con respecto a la variable no significativa sulfato de amonio, el óptimo se encontró cercano 

al nivel más bajo (-1). Para el extracto de levadura, se ubicó cercano al nivel más alto (+1) y 

para urea se encontró en el nivel bajo (-1). 

A partir de estos resultados se pudieron predecir las concentraciones de cada componente 

nitrogenado que maximizan la función “deseabilidad”, la cual busca optimizar de manera 

conjunta las actividades proteasa, β-1,3-glucanasa y quitinasa. 

Las condiciones óptimas predichas por el diseño fueron, urea (0,2 g/L), extracto de levadura 

(1,86 g/L) y sulfato de amonio (0,21 g/L).  
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Con respecto al factor urea, el óptimo predicho se ubicó en un extremo del diseño, por tanto, 

se agregaron dos concentraciones más en el siguiente ensayo de optimización. 

 

Figura 27. RSM tridimensional estimada y contorno de respuesta para las concentraciones de nitrógeno, con los 

puntos óptimos (+) dentro del diseño experimental, para maximizar la deseabilidad en E. primorosea HMP9.   

 

4.4.4 Optimización de variables físico-químicas que promuevan la secreción de 

enzimas micolíticas: concentración de inoculo, pH inicial del medio y 

concentración de urea 

Con el fin de seguir incrementando la actividad de las enzimas micolíticas del aislamiento E. 

primorosea HMP9, se optimizaron las variables físico-químicas, concentración de urea, pH 

inicial del medio y concentración del inóculo. Se utilizó un diseño experimental RSM Box-

Behnken en 17 ensayos en fermentación líquida, en los cuales se emplearon las condiciones 

optimizadas previamente.  

Con respecto a la actividad proteasa, se obtuvo un valor R2 que explicó el 91,58% de la 

variabilidad en los resultados obtenidos. Asimismo, la prueba de falta de ajuste no fue 

significativa (p>0,05) (Tabla 11), por tanto, el modelo seleccionado se consideró adecuado 

para describir los datos observados, con un nivel de confianza de 95,0%. 

 

  

  
Factor Optimo 

Extracto de levadura 0,84 

Urea -1 

Sulfato de amonio -0,99 
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Tabla 11. ANOVA de RSM de factores físico-químicos, para la actividad proteasa en E. primorosea HMP9, con un 

nivel de 95,0% de confianza 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

C: Inóculo 33369,7 1 33369,7 140,45 0,0000 
Falta de ajuste 97,6067 1 97,6067 0,41 0,5276 

Error puro 5702,11 24 237,588   
Total (corr.) 68872,0 29    

 

Por otra parte, se observó que la variable concentración de inóculo presentó un efecto 

significativo sobre la actividad enzimática (p<0,05) (Tabla 11). Los gráficos de Pareto y efectos 

principales (Figura 28) muestran la influencia negativa por parte de este factor en sus mayores 

niveles (+1). 

 

Figura 28. Diagrama de Pareto (a) y grafico de efectos principales (b), con el factor significativo, para la actividad 

proteasa de E. primorosea HMP9, con el 95,0% de confianza. 

 

Con respecto a la actividad quitinasa, el valor R2 explicó el 84,93% de la variabilidad obtenida 

y la prueba de falta de ajuste no fue significativa (p>0,05) (Tabla 12), por lo cual el modelo es 

adecuado para los datos observados. 

Asimismo, se observó que las variables pH y concentración de inóculo, presentaron un efecto 

significativo sobre la actividad enzimática (p<0,05) con un nivel de confianza de 95,0% (Tabla 

12). 

 

Tabla 12. ANOVA de RSM de factores físico-químicos, para la actividad β-1,3-glucanasa en E. primorosea HMP9, 

con un nivel de 95,0% de confianza 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

B: pH 1,39192E6 1 1,39192E6 194,84 0,0000 
C: Inóculo 80246,1 1 80246,1 11,23 0,0017 
Falta de ajuste 59331,5 3 19777,2 2,77 0,0534 
Error puro 300039, 42 7143,79   
Total (corr.) 2,38436E6 50    
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En los gráficos de Pareto y efectos principales (Figura 29), se observó que la variable pH 

presentó un efecto negativo sobre la actividad enzimática en sus niveles más altos (+1), 

mientras que la concentración de inóculo tuvo un efecto significativo positivo. 

 

 

Figura 29. Diagrama de Pareto (a) y grafico de efectos principales (b), con los factores significativos, para la 

actividad β-1,3-glucanasa de E. primorosea HMP9, con el 95,0% de confianza. 

 

Con respecto a la actividad quitinasa, el valor R2 fue de 87,78% y la prueba de falta de ajuste 

no fue significativa (p>0,05), por tanto, el análisis es adecuado para explicar los datos 

observados. Por otra parte, las variables pH y concentración de inóculo presentaron un efecto 

significativo sobre la actividad enzimática (p<0,05) con un nivel de confianza de 95,0% (Tabla 

13).  

 

Tabla 13. ANOVA de RSM de factores físico-químicos, para la actividad quitinasa en E. primorosea HMP9, con un 

nivel de 95,0% de confianza 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

B: pH 6417,05 1 6417,05 264,34 0,0000 
C: Inoculo 134,237 1 134,237 5,53 0,0235 

Falta de ajuste 183,122 4 45,7806 1,89 0,1308 
Error puro 1019,57 42 24,2755   

Total (corr.) 9841,07 50    

 

En los gráficos de Pareto y efectos principales (Figura 30) se pudo observar un efecto negativo 

por parte de la variable pH en sus niveles más altos (+1) y positivo para concentración de 

inoculo.  
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Figura 30. Diagrama de Pareto (a) y grafico de efectos principales (b), con los factores significativos, para la 

actividad quitinasa de E. primorosea HMP9, con el 95,0% de confianza. 

A partir de los ANOVA de RSM para las tres enzimas, se realizó un análisis de optimización 

de múltiples respuestas y se obtuvieron los gráficos de RSM tridimensional y de contorno 

estimados, con los puntos óptimos dentro de la región experimental (Figura 31). 

Para la variable no significativa, concentración de urea, el óptimo se ubicó en el nivel medio 

(0). Para la variable significativa pH inicial, el óptimo se encontró entre el nivel medio y nivel 

inferior, y para la variable significativa concentración del inoculo el óptimo se ubicó cercano al 

nivel bajo.    

A partir de estos resultados, se pudieron predecir las condiciones físico-químicas que permiten 

maximizar la deseabilidad dentro de la región experimental, para optimizar de manera 

conjunta las actividades proteasa, β-1,3-glucanasa y quitinasa. 

Las condiciones óptimas predichas por el diseño fueron, concentración de urea (0,1 g/L), pH 

(4,63) y concentración del inóculo (4 x 106 esporas/mL). 
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Figura 31. RSM tridimensional estimada y contorno de respuesta para las variables físico-químicas, con los puntos 

óptimos (+) dentro del diseño experimental, para maximizar la deseabilidad en E. primorosea HMP9.   

 

4.4.5 Validación de las variables experimentales optimizadas 

Las condiciones óptimas predichas se validaron, mediante 5 corridas experimentales, y se 

realizó una comparación entre los valores predichos y reales (Tabla 14). 

Con respecto a la actividad proteasa se obtuvo un valor experimental notablemente inferior a 

la actividad predicha, por lo cual no hubo concordancia. Sin embargo, la actividad enzimática 

se incrementó en un 71,4% (3,5 veces) en comparación al medio de cultivo sin optimizar 

(Figura 32). 

Con respecto a la actividad β-1,3-glucanasa, se obtuvo un valor experimental concordante 

con el predicho (Tabla 14), y la actividad enzimática se optimizó un 85,1% (6,7 veces) (Figura 

32). 

Con respecto a la actividad quitinasa, se obtuvo un valor concordante con el predicho, 

incrementando la actividad en un 85,2% (6,8 veces) en comparación con el medio sin 

optimizar (Figura 32).  

  

  
Factor Optimo Respuesta Optimo 

Urea 0 Actividad proteasa 152,3 U/L 

pH -0,58 Actividad β-1,3-glucanasa 532,5 (U/L) 

Inoculo -0,90 Actividad quitinasa 30,9 (U/L) 
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Por tanto, fue posible optimizar la actividad de las tres enzimas micolíticas, empleando como 

fuente de carbono paredes celulares de L. gongylophorus (0,36 g/L), y como fuente de 

nitrógeno el complejo Mandels cuya concentración de los componentes nitrogenados fueron, 

urea (0,1 g/L), extracto de levadura (1,86 g/L) y sulfato de amonio (0,21 g/L). El pH inicial del 

medio de cultivo fue de 4,63 y la concentración de inóculo 4 x 106 esporas/mL. 

  

Tabla 14. Validación experimental de las condiciones óptimas predichas para la actividad de las enzimas 

micolíticas de E. primorosea HMP9, en fermentación líquida. 

Variables Valores óptimos Actividad enzimática micolítica (U/L) 

Fuente de Carbono 

0,36 g/L Actividad 
proteasa 

Valor predicho 152,3 Paredes celulares de L. 
gongylophorus 

F
u

e
n

te
 d

e
 

n
it

ró
g

e
n

o
 

(M
a

n
d

e
ls

) 

Sulfato de amonio 0,21 g/L Valor real 83,8 

Extracto de 
levadura 

1,86 g/L 
Actividad β-1,3-

glucanasa 

Valor predicho 532,5 

Urea 0,1 g/L Valor real 497,8 

pH inicial 4,63 Actividad 
quitinasa 

Valor predicho 30,9 

Concentración de inoculo 4 x 106 esporas/mL Valor real 34,9 

 

 

 

Figura 32. Optimización total de la actividad enzimática, obtenida para proteasas, β-1,3-glucanasas y quitinasas 

en E. primorosea HMP9. 
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4.5 Caracterización bioquímica de las enzimas micolíticas presentes en los 

sobrenadantes optimizados. 

Una vez obtenidos los sobrenadantes optimizados, se procedió a la caracterización 

bioquímica de sus enzimas micolíticas. Se estudió la influencia de la temperatura y pH en su 

actividad y estabilidad ya que estos factores se consideran primordiales a la hora de aplicar 

enzimas fúngicas en procesos biotecnológicos. 

4.5.1 Temperatura y pH de reacción óptimos  

En primer lugar, se ensayaron las condiciones de temperatura y pH de reacción óptimos para 

las tres enzimas micolíticas (proteasas, β-1,3-glucanasas y quitinasas). El efecto de ambos 

factores sobre la actividad enzimática, se evaluó incubando las mezclas de reacción a 

diferentes temperaturas y pHs (Sección 3.5.1).  

Con respecto a la actividad proteasa, se observó la máxima actividad al incubar los 

sobrenadantes a una temperatura de 85°C (393,15 ± 8,35 U/L) (Figura 33a) y pH 7,4 (368,36 

± 31,72 U/L) (Figura 33b), con diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) respeto a las 

demás condiciones ensayadas. Para la actividad β-1,3-glucanasa se obtuvo la máxima 

actividad a 60°C (547,035 ± 6,69 U/L) (Figura 33c) y pH 5 (550,36 ± 8,58 U/L) (Figura 33d), 

con diferencia significativa (p<0,05) respecto a las demás condiciones de reacción. 

Para la actividad quitinasa no se observaron diferencias significativas en el rango de 

temperatura de 37 a 55°C, y entre los pHs 4 a 5, obteniéndose una mayor actividad a 45°C 

(41,074 ± 1,45 U/L) (Figura 33e) y pH 4 (51,9 ± 2,54 U/L) (Figura 33f). 
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Figura 33. Prueba de diferencia entre medias para las actividades enzimáticas: proteasa (a y b), β-1,3-glucanasa 

(c y d) y quitinasa (e y f) a diferentes temperaturas y pHs de reacción. Test de Tukey con un nivel de confianza del 

95,0%. Las medias con una letra diferente son diferentes significativamente (p<0,05). 

 

4.5.2 Termoestabilidad y pH estabilidad 

Se ensayó la estabilidad de las enzimas micolíticas proteasas, quitinasas y β-1,3-glucanasas, 

en los sobrenadantes optimizados, incubándolos post-fermentación a diferentes temperaturas 

y pHs, durante distintos intervalos de tiempo. La actividad residual se definió como el 

porcentaje de actividad enzimática medida luego de un período de tiempo con respecto a la 

actividad en el tiempo inicial (100%). 

Con respecto a la termoestabilidad en el tiempo, la actividad proteasa residual en heladera 
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no presentó diferencias significativas durante los 30 días de incubación (p>0,05), 

manteniéndose superior a 90% (Figura 34a). A temperatura ambiente disminuyó 

significativamente a los 10 días de incubación (p<0,05); sin embargo, se mantuvo mayor a 

70% durante 25 días (Figura 34b). Para β-1,3-glucanasas, la actividad residual en heladera 

y a temperatura ambiente, no presentó diferencias significativas durante los 30 días de 

incubación (p>0,05), manteniéndose por encima de 80 y 90% respectivamente (Figuras 34d 

y 34e). Para la actividad quitinasa residual, no hubo diferencias significativas durante 25 días 

en heladera (Figura 34g), y durante 15 días a temperatura ambiente (p>0,05) superando el 

70% (Figura 34h).  

Finalmente, para las temperaturas de reacción óptimas, la actividad residual de las tres 

enzimas disminuyó significativamente a los 5 min de incubación (p<0,05), por debajo de 25% 

(Figuras 34c, 34f, 34i). 

 

Figura 34. Termoestabilidad de las actividades enzimáticas proteasa, β-1,3-glucanasa y quitinasa de E. 

primorosea HMP9. Estabilidad enzimática residual en el tiempo, cuando los sobrenadantes optimizados se 

incubaron refrigerados a 5°C (a, d, g); a temperatura ambiente (b, e, h) y a la temperatura de reacción óptima de 
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cada enzima (c, f, i). Test de Tukey, con un nivel de confianza de 95%. Las medias con una letra diferente son 

significativamente diferentes (p<0,05). 

Con respecto a la estabilidad del pH en el tiempo, los sobrenadantes optimizados se incubaron 

durante 30 días a temperatura ambiente. Para la actividad residual proteasa, no se observaron 

diferencias significativas durante 30 días a pH 6 (Figura 35a); y los pHs 7,4 y 8, presentaron 

diferencias significativas al día 10 de incubación, con una actividad residual mayor a 50% 

(Figuras 35b y 35c). 

Para β-1,3-glucanasas, a pH 4 la actividad residual no mostró diferencias significativas 

durante los 30 días de incubación (Figura 35d). Los pHs 5 y 6 presentaron diferencias 

significativas al día 10 de incubación, con una actividad residual mayor a 70% durante el resto 

de los días (Figura 35e, 35f). 

Finalmente, la actividad quitinasa mostró diferencias significativas al día 10 de incubación, 

para pH 3, con una actividad residual menor al 50% (Figura 35g). Para pH 4, se observó 

diferencia significativa al día 10, con una actividad residual mayor a 50% durante los 30 días 

(Figura 35h). Para pH 5 no hubo diferencias significativas durante 20 días, con una actividad 

residual mayor a 70% (Figura 35i).  
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Figura 35. pH estabilidad de la actividad micolítica de E. primorosea HMP9. Actividad residual en el tiempo para 

proteasas: pHs 3, 4 y 5 (a, b, c); β-1,3-glucanasas: pH 4, 5 y 6 (d, e, f); y quitinasas: pH 3, 4 y 5 (g, h, i). Test de 

Tukey, con un nivel de confianza de 95%. Las medias con una letra diferente son significativamente diferentes 

(p<0,05). 
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4.6 Detección de isoenzimas con actividad micolítica en ND-PAGE: Zimogramas 

Se realizó un gel ND-PAGE para determinar la presencia de isoenzimas para cada de las 

enzimas micolíticas a partir de los sobrenadantes optimizados de E. primorosea HMP9. Se 

emplearon distintos sustratos, y fue posible realizar el perfil isoenzimático tanto para proteasas 

(Figura 36a), como β-1,3-glucanasas (Figura 36b) y quitinasas. Particularmente para 

quitinasas se detectó la presencia de 2 isoenzimas (Figura 36c). 

 

 
Figura 36. Detección de enzimas micolíticas de E. primorosea HMP9. ND-PAGE de los sobrenadantes 

optimizados, sembrados por duplicado, donde se visualiza la presencia de isoenzimas para (a) proteasas, 

utilizando tinción con azul de coomasie, (b) β-1,3-glucanasas y (c) quitinasas, utilizando tinción con Rojo Congo. 

Las flechas indican las regiones donde se detectó actividad enzimática. 
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c 
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5 DISCUSION  

La evolución natural de los sistemas de producción agraria han derivado en la necesidad de 

contar con métodos de control biológico de plagas, racionales y respetuosos con el medio 

ambiente [189,190]. En consecuencia, constantemente se requiere el desarrollo de nuevos 

bioinsumos que mejoren la calidad y productividad dentro de la industria agrícola y forestal.  

Los estudios realizados en una gran variedad de especies fúngicas y sus metabolitos, están 

orientados a sus posibles aplicaciones biotecnológicas, como agentes microbianos de control 

biológico, ya que son antagonistas naturales capaces de reducir los daños causados por 

organismos perjudiciales [110]. Por tanto, la identificación de aislamientos fúngicos con 

actividad biocontroladora y su optimización, son fundamentales en el desarrollo de formulados 

a base de estos microorganismos benéficos y/o sus metabolitos bioactivos, como enzimas, 

entre otros. 

En la provincia de Misiones, las hormigas cortadoras de hojas están categorizadas como una 

de las plagas que mayor daño ocasionan a la industria forestal [13,35,191]. En este contexto 

el hongo Escovopsis, representa un potencial biocontrolador, comprometiendo de manera 

indirecta la salud y supervivencia de las colonias de hormigas, ya que es un micoparásito 

especialista de L. gongylophorus, un hongo mutualista obligado, utilizado como alimento por 

las hormigas cortadoras de hojas [70].  

5.1 Obtención de aislamientos fúngicos de Escovopsis y Leucoagaricus, asociados a 

nidos de hormigas cortadoras de hojas en Misiones. 

En el presente trabajo, se recolectaron muestras de hongueras de nidos de hormigas 

cortadoras de hojas del género Acromyrmex, con el fin de obtener cepas pertenecientes a 

Escovopsis y a L. gongylophorus. Las colonias muestreadas estaban ubicadas en sitios 

ecológicamente distintos: plazoletas de la zona urbana de Posadas, con una fuerte 

intervención humana; pastizales y monte de la zona interurbana que comprende al campus 

universitario de la Universidad Nacional de Misiones, con intervención humana moderada; y 

áreas linderas al Parque Provincial Cañadón de Profundidad, con baja perturbación humana.  

Sólo, en esta zona natural protegida de un fragmento de la selva misionera, no se consiguió 

ningún aislamiento de Escovopsis. Sin embargo, en este trabajo, no se podría definir que la 

infección por Escovopsis esté asociada a la intervención humana debido a que el número de 

muestras recolectadas fue muy variable en cada sitio y que la técnica de muestreo se fue 

poniendo a punto. Por tanto, la incidencia de Escovopsis también aumentó con el trascurso 

de los muestreos, lográndose obtener 11 aislamientos distintos. Además, se tuvieron en 
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cuenta factores ecológicos externos que incrementen la susceptibilidad de los nidos, los 

cuales no fueron los mismos entre los distintos sitios de muestreo. Estos factores, implican 

una disminución en la eficacia del sistema de defensa de las colonias, que es aprovechado 

por Escovopsis para infectar con éxito los nidos de hormigas más susceptibles [56,85,192].   

Por otra parte, es sabido que la honguera constituye una comunidad interactiva de diversos 

microorganismos, como bacterias y levaduras que contribuyen a la protección de la colonia 

inhibiendo la infección por Escovopsis [193]. Por tanto, la susceptibilidad de la colonia también 

puede estar relacionada con la capacidad de su microbiota asociada para inhibir a Escovopsis. 

Gerardo et al. y Rodrigues et al. [194,195] demostraron que las comunidades de 

microorganismos asociados a la honguera pueden variar de un ambiente a otro, en virtud de 

la fauna edáfica y epífita de los sitios adyacentes a los nidos. 

Si bien, Currie [84] sugirió que la incidencia de Escovopsis está relacionada con el sitio de 

muestreo, aún no está claro a que se deben los niveles de infección por Escovopsis. 

5.2 Identificación polifásica de los aislamientos fúngicos obtenidos 

Una vez obtenidos los aislamientos puros de Escovopsis y L. gongylophorus, se procedió a 

su caracterización e identificación. Con respecto a los aislamientos de L. gongylophorus, se 

observaron colonias con agrupaciones visibles de gongilidios. La presencia de estas 

estructuras especializadas es una característica determinante para identificar tanto a este 

hongo simbionte como a las hormigas que lo cultivan. Esto se debe a que los gongilidios se 

producen exclusivamente en las hongueras cultivadas por las Attini más especializadas, es 

decir, los géneros Atta y Acromyrmex [65], y se atribuyen específicamente a la especie 

teleomorfa L. gongylophorus [76].  

Con respecto a los aislamientos de Escovopsis, se obtuvieron colonias blancas algodonosas 

que se tornaron marrones pulverulentas. Microscópicamente, se observó la presencia de 

conidióforos ramificados con la presencia de vesículas evanescentes, células conidiógenas 

fialídicas ampuliformes y conidios hialinos que se tornaron pigmentados y ornamentados. 

Estas características macro micromorfológicas, concuerdan con la descripción formal del 

género [63]. Asimismo, a partir del reporte de nuevas especies, se fueron teniendo en cuenta 

otras características para identificar taxonómicamente aislamientos de Escovopsis 

[74,75,81,172].  

En este trabajo, la identificación hasta el nivel de especie se realizó mediante un estudio 

polifásico basado en la combinación de características morfológicas y moleculares. La 

importancia de este tipo de análisis radica en integrar los datos fenotípicos, genotípicos y 

filogenéticos para clasificar a aquellas especies con un mínimo de contradicciones [196], 
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[197].  Por un lado, se realizó la identificación macro y microscópica, donde las características 

de mayor relevancia diagnóstica fueron el color de las colonias, la morfología de las vesículas 

y la morfología y tamaño de los conidios. Por otro lado, se realizó la identificación molecular 

mediante el empleo de los cebadores ITS1 e ITS4. La región ITS1-5,8S-ITS2, es considerada 

como la más eficiente y frecuente en el análisis de la biodiversidad fúngica a nivel de género 

y especie [198], y es utilizada como un código de barras estandarizado para el reino Fungi 

[199,200]. Durante el análisis molecular y filogenético, HMP1 se agrupó junto con las 

secuencias correspondientes a E. microspora y E. weberi. Sin embargo, la caracterización 

morfológica determinó que corresponde a la especie E. microspora, ya que presentó vesículas 

de 5,3 ± 0,3 µm de diámetro, característicos de esta especie [75]. Por otra parte, las 

secuencias pertenecientes a los aislamientos HMP5 y HMP6 presentaron mayores 

porcentajes de identidad y similitud con E. weberi, lo cual se correspondió con los resultados 

del análisis morfológico. Sin embargo, al igual que HMP1, el árbol filogenético las agrupó junto 

a E. weberi y E. microspora. Con respecto a este punto, la estrecha relación que existe entre 

las secuencias ITS de ambas especies se ha reportado por varios autores [74,79,81,172]. 

Marfetán et al. [75] amplificaron la región 28S del ADNr para poder distinguir ambas especies. 

No obstante, en este trabajo se logró identificar satisfactoriamente estas cepas hasta el nivel 

de especie, gracias a su análisis polifásico. Con respecto a los aislamientos HMP2, HMP3, 

HMP4, HMP7, HMP8, HMP9, HMP10 y HMP11, morfológicamente mostraron características 

microscópicas particulares, como la presencia de vesículas catenuladas, lo cual se 

correspondió con la descripción de dos especies de Escovopsis: E. catenulata y E. primorosea 

[75]. Los autores diferenciaron morfológicamente estas dos especies por la coloración de sus 

conidios cuando crecieron en medio mCYA. HMP2, HMP3, HMP4, HMP7, HMP9, HMP10 y 

HMP11 mostraron conidios rosa pálidos al cuarto día de incubación, que luego se tornaron 

marrones, y fueron identificados como E. primorosea. Por su parte, HMP8 presentó conidios 

marrones durante todo el período de incubación, por tanto, se identificó como E. catenulata. 

Estas especies caracterizadas recientemente no disponen de secuencias ITS publicadas en 

las bases de datos, por tanto, no se pudo considerar el análisis de identidad y similitud para 

identificarlas. Sin embargo, en el análisis filogenético, estas secuencias no se agruparon con 

ninguna secuencia de referencia. Los árboles agruparon juntos a HMP2, HMP3, HMP4, 

HMP7, HMP9, HMP10 y HMP11; y HMP8 se ubicó en una rama aparte, lo cual es concordante 

con el análisis macromorfológico realizado cuando crecieron en medio mCYA.  

Finalmente, como se mencionó anteriormente, hasta el momento no hay secuencias ITS 

reportadas por otros autores para las especies E. catenulata y E. primorosea. Por lo tanto, las 

secuencias nucleotídicas depositadas en la base de datos GenBank en el transcurso del 
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presente trabajo, representan una gran contribución para futuras evaluaciones en el marco 

del análisis molecular de las regiones ITS1-5,8S-ITS2 de este género a nivel mundial. 

5.3 Selección de una cepa fúngica promisoria mediante pruebas de patogenicidad 

Establecer los mecanismos de acción involucrados en el micoparasitismo es un factor 

relevante en el desarrollo y la aplicación de agentes de biocontrol [94]. Por tanto, una vez 

identificados los aislamientos de Escovopsis, se evaluó su capacidad antagónica en contra 

del hongo L. gongylophorus, lo cual permitió seleccionar una cepa promisoria con 

características implicadas en el nivel de patogenia y especificidad. Además, se realizaron 

enfrentamientos en microcultivos, para observar la interacción y los mecanismos estructurales 

existentes entre Escovopsis y L. gongylophorus.  

En primer lugar, las pruebas de patogenicidad mostraron mayor crecimiento y conidiación por 

parte de todos los aislamientos de Escovopsis contra L. gongylophorus. Hay trabajos que 

reportan que la producción de metabolitos secundarios en hongos, es generada ya sea para 

su defensa o ataque, como para que sean aprovechados por otros organismos para su 

beneficio [201,202]. Por tanto, el aumento en la conidiación de Escovopsis puede deberse a 

compuestos difusibles producidos por el hongo simbionte. Este mecanismo de 

retroalimentación positiva en la producción de conidios de Escovopsis, también fue reportado 

por otros grupos de investigación [88,170,179,203–205]. 

Por su parte, el mayor crecimiento micelial de Escovopsis hacia L. gongylophorus también se 

atribuye a un reconocimiento químico. En este proceso, el huésped libera señales volátiles 

que son captadas por el micoparásito, creciendo rápidamente de manera dirigida por 

quimiotaxis, que es un mecanismo observado en la naturaleza [207–210]. 

De manera general, hay reportes sobre la liberación de compuestos difusibles que serían 

responsables de acelerar el ciclo de vida de Escovopsis; estimulando su crecimiento, la 

formación de conidióforos y la germinación y maduración de sus conidios [211–213]. 

Por otra parte, la patogenicidad de Escovopsis sobre L. gongylophorus presentó diferentes 

niveles de virulencia; destacándose los aislamientos HMP1, HMP3, HMP7, HMP8 y HMP9, 

que alcanzaron el grado 4 de virulencia al sexto día de enfrentamiento. Sin embargo, 

considerando la duración total del ensayo, todos los aislamientos alcanzaron el máximo de 

virulencia, presentando una capacidad antagónica satisfactoria. Esto significó un deterioro y 

posterior colapso total de L. gongylophorus, lo cual denotó un importante aprovechamiento de 

nutrientes por parte de Escovopsis durante el ataque. 
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En varios trabajos se reportó que Escovopsis es un micoparásito eficaz contra el hongo 

simbionte [194,206,214,215]. Con respecto a los mecanismos involucrados en el nivel de 

patogenicidad, se propuso que la infección se debe a respuestas especificas directamente 

relacionadas con la especialización huésped-parasito [89,212,216–218]. Se han sugerido 

mecanismos fisiológicos, por los cuales Escovopsis detecta al hongo mutualista y responde 

en consecuencia, mediante la secreción de toxinas y enzimas líticas [70,88].  

Por otra parte, hay trabajos donde se observaron mecanismos estructurales, mediante el 

contacto físico entre las hifas de ambos hongos [55,92]. También se propuso que la virulencia 

de Escovopsis no está determinada por su infectividad, sino por la susceptibilidad del 

hospedador [62,89,215].  

Con respecto a la inhibición de L. gongylophorus por parte de Escovopsis, en la mayoría de 

los enfrentamientos se observaron grados de inhibición con un efecto significativo. Varios 

autores reportaron una inhibición del crecimiento del hongo simbionte por parte de diferentes 

cepas de Escovopsis [92,169,206,212]. Asimismo, los porcentajes de inhibición obtenidos en 

este trabajo, a excepción de uno, fueron promisorios (mayores a 50%) y tres de ellos 

obtuvieron más de 75%, destacándose Escovopsis HMP9 con un porcentaje de inhibición 

mayor a 90%. Para los mecanismos involucrados en la inhibición del crecimiento del hongo 

simbionte, se reportó la producción de compuestos químicos y metabolitos secundarios con 

acción antifúngica, que inhibieron su desarrollo [218–220]. 

Para investigar más detalladamente los mecanismos involucrados en esta interacción 

huésped-parasito, se seleccionó el aislamiento promisorio E. primorosa HMP9. Los ensayos 

de microcultivos evidenciaron la interacción entre ambos hongos en el proceso micoparasítico. 

En primer lugar, la ausencia de gongilidios en L. gongylophorus denotó que el ataque del 

micoparásito E. primorosea HMP9 impidió la formación de estas estructuras, características 

del hongo simbionte. Es probable que esto se deba al elevado grado de inhibición (mayor a 

90%) observado en los ensayos de patogenicidad. 

Por otra parte, se observó un enrollamiento de las hifas de L. gongylophorus sobre las hifas 

de E. primorosea HMP9. Este comportamiento poco frecuente, también fue observado en una 

cepa de L. gongylophorus frente a Escovopsis sp. por Haifig [55], quien propuso que podría 

tratarse de un mecanismo de defensa por parte del hongo simbionte. Por el contrario, la acción 

típica reportada para otros géneros de hongos micoparásitos es el enrollamiento de sus hifas 

alrededor del hospedador, como un mecanismo físico de ataque [212,221,222]. 
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En este trabajo también se observaron grupos de hifas de E. primorosea HMP9 entrelazadas, 

como formando una gran hifa. Este comportamiento no es típico en micoparásitos, por lo cual 

se propone que podría tratarse de un mecanismo de respuesta al enrollamiento de las hifas 

de L. gongylophorus. 

Con respecto al ataque del micoparásito, por un lado, se establecieron zonas de contacto 

estrecho entre las hifas de ambos hongos, donde fue notable la degradación del micelio del 

huésped para la transferencia de nutrientes. Los principales reportes sobre mecanismos de 

ataque estructurales implican cambios morfológicos por parte del micoparásito [90–92]. Sin 

embargo, en los microcultivos no se observó la formación de estructuras especializadas ni 

enrollamientos hifales por parte de E. primorosea HMP9.  

Por otra parte, se observaron zonas de degradación del micelio del huésped antes de que se 

establezca el contacto físico entre las hifas, lo cual indicaría la secreción de enzimas y toxinas 

volátiles por parte de E. primorosea HMP9.  Este comportamiento fue reportado por varios 

autores [88,169,206,212,213]. Asimismo, de Man et al. [171], secuenciaron el genoma de E. 

weberi, y reportaron la presencia de numerosos genes que codifican micotoxinas y enzimas 

degradantes de la pared celular fúngica. Por su parte, Inglis y Kawchuk [162], observaron la 

secreción de quitinasas en un aislamiento de Escovopsis. Asimismo, nuestro equipo de 

trabajo reportó por primera vez la secreción de proteasas en un aislamiento de Escovopsis, 

utilizando un medio de cultivo que contenía paredes celulares de L. gongylophorus como 

fuente de carbono [223]. 

A partir de los resultados observados, en esta interacción micoparasítica actuaron de manera 

conjunta mecanismos físicos y químicos de E. primorosea HMP9 para la destrucción de las 

hifas de L. gongylophorus. Durante la infección, se estimuló primero la secreción de 

compuestos químicos por parte de los aislamientos de Escovopsis que inhibieron el 

crecimiento de L. gongylophorus, y posteriormente degradaron los componentes de la pared 

celular de las hifas del hospedador, incluso antes de entrar en contacto.   

Por otra parte, los microcultivos indicaron que el aislamiento promisorio E. primorosea HMP9 

actuó como un micoparásito necrotrófico de contacto. Según Jeffries [90], estos liberan 

principalmente toxinas y enzimas líticas destructivas al medio ambiente, y se distinguen 

porque no hay penetración del micelio del huésped, sino que se establece un contacto 

estrecho entre las hifas para la transferencia de nutrientes; y carecen de estructuras de 

infección especializadas. 
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5.4 Optimización de la secreción de enzimas micolíticas en un aislamiento de 

Escovopsis promisorio 

Como se discutió previamente, durante el proceso micoparasitario, antes del contacto físico, 

son determinantes los mecanismos químicos de atracción, inhibición y ataque del hongo 

micoparásito sobre su hospedador. Los hongos secretan enzimas hidrolíticas extracelulares, 

principalmente proteasas, β-1,3-glucanasas y quitinasas, que participan en la degradación del 

micelio del huésped durante la infección patogénica de los mismos [224]. La digestión de la 

pared celular, compuesta principalmente de quitina, β-1,3-glucanos y proteínas, facilita la 

penetración de antibióticos secretados por el micoparásito e inhibe la capacidad del huésped 

para reparar su pared, amplificando el efecto de las enzimas micolíticas [225,226]. Por esto, 

los esfuerzos en investigación se han dirigido principalmente a la evaluación del efecto de 

nutrientes inductores en el medio de fermentación, como fuentes de carbono y nitrógeno 

rentables en el rendimiento de las enzimas y la optimización de los parámetros como el pH 

inicial del medio y la concentración de inóculo [227]. Sin embargo, no hay establecido un 

medio de cultivo definido para la mejor producción de enzimas micolíticas microbianas. Cada 

microorganismo y/o cepa presenta una necesidad específica para su multiplicación y 

secreción eficiente de enzimas extracelulares [228]. Por tanto, en este trabajo, se profundizó 

el estudio de estos mecanismos por parte de E. primorosea HMP9, seleccionando y 

optimizando los parámetros de fermentación relevantes para inducir la actividad de las 

enzimas micolíticas en este micoparásito promisorio.  

Se utilizaron diferentes herramientas estadísticas, las cuales son muy productivas para 

estudiar la correlación entre los componentes de un medio de cultivo y la secreción de enzimas 

de interés biotecnológico, utilizando sustratos complejos [229]. Los ensayos de este trabajo, 

se realizaron mediante fermentación líquida, teniendo en cuenta que en los procesos 

biotecnológicos más del 75% de las enzimas microbianas son producidas por esta tecnología, 

en comparación con la fermentación en estado sólido [144,230,231]. 

5.4.1 Selección de fuentes de carbono y nitrógeno que promuevan la secreción de 

enzimas micolíticas  

En primer lugar, mediante un diseño experimental factorial, se realizó la selección de fuentes 

de carbono y nitrógeno que tuvieron un efecto significativo sobre la actividad de las enzimas 

micolíticas (proteasas, β-1,3-glucanasas y quitinasas). 

En aquellos ensayos donde se detectó actividad micolítica, se pudo observar la formación de 

pellets micelares por parte de E. primorosea HMP9. Esta forma de desarrollo del micelio 
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resulta efectiva ya que facilita el empleo del sobrenadante de cultivo para la obtención de 

metabolitos de interés, como la purificación de enzimas secretadas al medio [232].    

Con respecto a las fuentes de carbono, entre las estrategias sugeridas para lograr la mayor 

expresión de las enzimas micolíticas, se encuentra el cultivo de los hongos en presencia de 

inductores. Estos pueden favorecer una eficiente secreción enzimática, la cual está 

estrechamente regulada por su producto de degradación [95,127,233,234]. 

Si bien se han probado diversas fuentes de carbono con efectos variables sobre la actividad 

enzimática [164–166], muchos estudios reportaron la mayor secreción de proteasas, 

quitinasas y β-1,3-glucanasas, cuando el micoparásito creció en medios de cultivo que 

contenían paredes celulares fúngicas [235–238]. Para este comportamiento, varios 

investigadores plantearon una interacción sinérgica entre las enzimas micolíticas, inducidas 

por estos sustratos complejos hasta su degradación en componentes más simples, que son 

asimilados por el microorganismo para su crecimiento y secreción enzimática [162,225,239].  

Por tanto, en este trabajo se ensayó el efecto de las paredes celulares extraídas de dos 

hongos diferentes, Fusarium sp. y L. gongylophorus, sobre el complejo enzimático micolítico 

de E. primorosea HMP9, pudiéndose detectar actividad para las tres enzimas de estudio. 

Cabe destacar que en este trabajo se reporta por primera vez la determinación enzimática 

cuantitativa de β-1,3-glucanasas secretadas por un aislamiento del género Escovopsis. Inglis 

y Kawchuk [162], compararon la degradación de las paredes celulares de tres hongos 

(Pythium, Fusarium y Rhizoctonia) por parte de Escovopsis sp. y reportaron por primera vez 

la presencia de actividad quitinasa en uno de sus aislamientos. Por otra parte, nuestro equipo 

de trabajo estableció las condiciones de reacción de un método colorimétrico para cuantificar 

la actividad proteasa en sobrenadantes enzimáticos de Escovopsis, reportando por primera 

vez actividad proteasa en un aislamiento de este género [158]. 

Para las tres enzimas micolíticas ensayadas en este trabajo, se observó un efecto significativo 

por parte de los medios de cultivo que contenían paredes celulares de L. gongylophorus, en 

comparación con Fusarium sp. En parte esta diferencia puede deberse a que, si bien los 

componentes principales de toda pared celular fúngica son los polisacáridos (quitinas, y β-

glucanos) y proteínas, la sensibilidad a las enzimas degradantes de la pared celular varía 

entre los hongos filamentosos debido a que presentan diferencias en la composición de la 

pared celular [240,241]. Michel-Aceves et al. [242], emplearon paredes celulares de Fusarium 

oxysporum, un género fitopatógeno muy estudiado, para inducir la actividad micolítica en 

aislamientos de Trichoderma [243,244], el cual es un micoparásito necrotrófico estrechamente 

relacionado con Escovopsis [18,171,245]. Los autores plantearon que la pared de F. 
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oxysporum fue menos susceptible a la actividad de quitinasas y glucanasas por parte de 

Trichoderma, debido a que presenta una capa externa de glicoproteínas que cubre a la quitina 

y los glucanos [246], de tal manera que se necesitó una mayor secreción de enzimas para 

degradarla.  

Con respecto al efecto significativo de las paredes de L. gongylophorus sobre la actividad 

enzimática de su parásito especialista E. primorosea HMP9, de Man et al. [171], detectaron 

que algunos genes y grupos de genes específicos asociados, estaban regulados cuando 

crecían con L. gongylophorus. Es probable que durante la degradación de las paredes 

celulares se activen genes que codifican para las enzimas micolíticas y además se activen 

mecanismos característicos, estructurales, fisiológicos y enzimáticos, que fueron 

evolucionando en función de su huésped específico. Los autores proponen que la 

dependencia de L. gongylophorus dio forma al genoma de Escovopsis [171].  

Con respecto a las fuentes de nitrógeno, se ensayaron medios de cultivo suplementados con 

extracto de levadura, urea, sulfato de amonio y el complejo nitrogenado Mandels. En primer 

lugar, se detectó que los medios de cultivo que contenían individualmente urea y sulfato de 

amonio, además de un escaso crecimiento micelial, no presentaron actividad detectable para 

las tres enzimas micolíticas ensayadas. Con respecto a este punto, hay trabajos que 

reportaron efectos represivos por parte de estas fuentes de nitrógeno en la actividad 

enzimática de hongos micoparásitos, concretamente cuando se emplearon como única fuente 

de nitrógeno [132,247,248]. 

Para las demás fuentes de nitrógeno, se observó una mayor actividad micolítica en los medios 

de cultivo que contenían Mandels, con respecto a extracto de levadura, con diferencias 

significativas para β-1,3-glucanasas y quitinasas. 

En relación al efecto favorable del medio Mandels, hay muchos trabajos que indican su 

influencia significativa en la secreción enzimática, debido a la combinación de los compuestos 

nitrogenados orgánicos e inorgánicos que posee este medio [155,249]. Además, este medio 

contiene otros nutrientes, como microelementos y sales que colaboran en el crecimiento y 

secreción enzimática [250]. Hay reportes donde la suplementación del medio de cultivo con 

una solución de trazas metálicas mejoró sustancialmente el crecimiento y la producción de 

enzimas, lo que indica que puede ser un requisito la presencia de algunos iones metálicos 

para la secreción enzimática de los microorganismos [251,252]. 

Por otra parte, hay trabajos donde la secreción enzimática mejoró cuando el medio de cultivo 

se complementó con CaCl2, MgSO4 y KH2PO4, que también son componentes del medio 

Mandels. El aumento en la producción de enzimas fue pequeño cuando estas sales se usaron 
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individualmente, y mucho más baja en su ausencia, lo cual denota su importancia en los 

medios de cultivo [251,253]. 

5.4.2 Optimización de las fuentes de carbono y nitrógeno seleccionadas que 

promueven la secreción de enzimas micolíticas  

A partir de la selección de paredes celulares de L. gongylophorus y del complejo Mandels, se 

procedió a la optimización de dichas fuentes de carbono y nitrógeno con efecto significativo 

en la actividad micolítica por parte de E. primorosea HMP9. 

La concentración de sustrato es un factor primo en la fermentación de microorganismos [254]. 

En este trabajo se ensayaron 4 concentraciones de paredes celulares extraídas del micelio 

de L. gongylophorus (0,13 g/L; 0,36 g/L; 0,81 g/L y 1,25 g/L). Para las tres enzimas micolíticas, 

se observó una mayor actividad a 0,36 g/L, es decir una concentración de la región inferior 

del diseño.  

Con respecto a la actividad proteasa, hay estudios en hongos filamentosos donde se reportó 

que su producción es regulada por el estrés de carbono y nitrógeno [148,255,256]. También 

se observó en aislamientos del micoparásito Trichoderma sp., la secreción de β-1,3-

glucanasas y quitinasas en medios de cultivo sin fuente carbono, es decir, se secretaban 

constitutivamente en condiciones no inductivas. Aunque su secreción aumentó tras la 

inducción mediante paredes celulares del huésped en concentraciones limitantes [257].  

Hay estudios que asocian el aumento de la actividad enzimática en condiciones limitantes de 

carbono, con la autolisis del micelio o la degradacion de los componentes de la pared celular 

que van a ser excretados al medio de cultivo y son empleados como fuentes de carbono 

cuando otras facilmente metabolizables no estan disponibles [95]. 

Si bien no hay muchos reportes sobre el efecto de distintas concentraciones de paredes 

celulares fúngicas como fuente de carbono, estos resultados indicaron que las mayores 

actividades se obtuvieron en la concentración cercana al nivel más bajo para las tres enzimas.   

Por otra parte, una vez seleccionado el medio Mandels como fuente de nitrógeno, se procedió 

a optimizar la combinación de las concentraciones de sus tres componentes nitrogenados 

(urea, extracto de levadura y sulfato de amonio), los cuales juegan un rol importante en la 

regulación de efectos metabólicos, entre ellos la secreción enzimática [258]. Se realizó un 

diseño de RSM Box-Behnken mediante el cual se evaluó el efecto de tres concentraciones de 

cada componente (0,2 g/L; 1,1 g/L y 2 g/L), considerando una región experimental, que 

posiblemente abarque los puntos óptimos, para cada uno de los componentes nitrogenados. 
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Con respecto a la actividad proteasa, se observó una influencia significativa positiva (p<0,05) 

por parte de los tres componentes nitrogenados de Mandels. Para esta enzima, se ha 

reportado que las fuentes de nitrógeno orgánicas como urea y extracto de levadura, son 

mejores para el crecimiento y producción de proteasas en algunos organismos [259,260]. 

Malathi y Chakraborty [261], reportaron que el extracto de levadura, puede servir como un 

inductor específico de proteasas, ejerciendo así una influencia positiva acumulativa en la 

enzima. Otros autores también informaron actividades significativas en medios que contenían 

extracto de levadura, para la secreción de proteasas [253,260,262]. Sin embargo, también 

hay trabajos donde se observó un mejor rendimiento de proteasas cuando se emplearon 

fuentes de nitrógeno inorgánicas como el sulfato de amonio [252,263].  

Con respecto a las actividades de β-1,3-glucanasas y quitinasas, se observó una influencia 

significativa negativa por parte de urea (p<0,05) y positiva por parte de extracto de levadura 

(p<0,05), con una consecuente interacción significativa negativa entre ambos componentes 

nitrogenados. 

Se ha sugerido que la limitación nutricional, particularmente la privación de nitrógeno, puede 

estar fuertemente vinculada con la patogénesis en sistemas fúngicos [264–266]. Esto 

concuerda con el efecto negativo de la urea sobre las actividades de β-1,3-glucanasas y 

quitinasas, es decir, que a menores concentraciones de urea aumentó la actividad enzimática. 

Esta observación respalda lo reportado por numerosos autores [247,267]. Sandhya et al. [127] 

detectaron que la adición de urea al medio redujo el rendimiento de quitinasas en un 39,7%. 

En contraste, se reportó que la adición de extracto de levadura al medio estimuló la secreción 

de β-1,3-glucanasas y quitinasas [268–271]. 

Hay múltiples informes sobre la influencia favorable del extracto de levadura, donde la 

actividad enzimática micolítica mostró un aumento relacionado con la concentración de esta 

fuente de nitrógeno [272,273]. Šimkovič et al.  [274] mencionaron que el extracto de levadura 

funciona como una fuente de vitaminas para hongos, y es importante para el crecimiento 

microbiano y la productividad enzimática.  

En el análisis individual de cada enzima micolítica se observaron discrepancias para 

proteasas con respecto a β-1,3-glucanasas y quitinasas. Entonces, los valores óptimos 

predichos para una enzima diferían de los valores óptimos para otra enzima. Por tanto, la 

mejor combinación para las variables estudiadas, se pudo estimar mediante la optimización 

de múltiples respuestas, y las concentraciones obtenidas fueron: urea en su nivel bajo (0,2 

g/L), extracto de levadura cercano al nivel alto (1,86 g/L) y sulfato de amonio cercano al nivel 

bajo (0,21 g/L), para maximizar la secreción enzimática micolítica.  
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5.4.3 Optimización de variables físico-químicas que promuevan la secreción de 

enzimas micolíticas: concentración de inóculo, pH inicial del medio y 

concentración de urea 

Una vez seleccionadas y optimizadas las variables fuente de carbono y nitrógeno, se continuó 

optimizando otras variables físico-químicas que promuevan la secreción enzimática de 

proteasas, β-1,3-glucanasas y quitinasas.  

Para el factor concentración de urea, durante la optimización de las fuentes de nitrógeno, el 

óptimo predicho estaba en un extremo del diseño. Por tanto, se extendió la región 

experimental (0 g/L, 0,1 g/L, 0,2 g/L), en la cual no se observó un efecto significativo para la 

secreción de ninguna de las tres enzimas, encontrándose el óptimo en el nivel medio, es decir, 

entre la ausencia de urea y el nivel inferior predicho anteriormente. Esto corrobora el hecho 

de que el componente urea, en mayores concentraciones puede tener un efecto significativo 

negativo sobre la actividad enzimática. Sin embargo, la ausencia del mismo, también genera 

una disminución en la secreción enzimática [275].  

Con respecto al pH inicial del medio (4; 5,5; 7), se observó una influencia significativa negativa 

para las actividades de β-1,3-glucanasas y quitinasas, es decir, que la secreción enzimática 

fue favorecida por valores de pH ácidos. En numerosos trabajos se informó que el pH acido 

denota un parámetro de crecimiento y actividad importante en la secreción de β-1,3-

glucanasas y quitinasas [276–278]. Por otra parte, al igual que en los ensayos de optimización 

previos, estas dos enzimas se comportaron de manera similar, lo cual fue reportado por Rao 

et al. [267] quienes plantearon que la secreción de β-1,3-glucanasas y quitinasas puede estar 

regulada de manera coordinada, ya que ambas enzimas fueron influenciadas de la misma 

manera por niveles similares de los parámetros ensayados.   

Los aislamientos fúngicos se destacan para su mejor rendimiento en el rango de 3 a 6, y en 

general las enzimas se producen con mayor rendimiento a un valor cercano a su pH óptimo 

de reacción [279]. 

Hay reportes donde se obtuvieron valores de pH muy similares al punto óptimo predicho en 

este trabajo. Nampoothiri et al. [273] reportaron la producción máxima de quitinasas por T. 

harzianum a un pH de 4,5. Por su parte Moreno-Mateos et al. [280] informaron un intervalo de 

pH óptimo de 4,5 a 5,5 para la misma especie. 

Por tanto, se comprobó el efecto significativo del pH en la secreción enzimática, al igual que 

en otros micoparásitos [279,281,282], y se puede afirmar el carácter moderadamente 

acidofílico del aislamiento E. primorosea HMP9. 
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Con respecto a la actividad proteasa, en este trabajo el pH del medio no presentó efecto 

significativo. Sin embargo, se reportó que muchos organismos fermentadores exhiben un 

crecimiento y actividad proteasa satisfactorios en una amplia gama de pH [283,284]. 

Por otra parte, para el factor concentración de inóculo (1x106, 1x107, 2x107 esporas/mL), se 

detectó un efecto significativo negativo para las tres enzimas micolíticas. Este comportamiento 

puede deberse a que un aumento en el número de esporas en el inóculo asegura una rápida 

proliferación y síntesis de biomasa. Sin embargo, después de un cierto límite, la competencia 

por los nutrientes da como resultado la disminución de la actividad metabólica del 

microorganismo [273]. Por tanto, el tamaño óptimo de inóculo para la producción de enzimas 

se encontró cercano al nivel inferior, donde existe un equilibrio entre la proliferación de 

biomasa y la disponibilidad de nutrientes que respalden la producción de enzimas.  

A partir del análisis de optimización de múltiples respuestas se obtuvieron los valores óptimos 

que maximizan la deseabilidad dentro de la región experimental: concentración de urea en su 

nivel medio (0,1 g/L), pH inicial del medio cercano al nivel inferior (4,63) y concentración del 

inóculo cercana al nivel inferior (4 x 106 esporas/mL), para optimizar de manera conjunta las 

actividades de proteasas, β-1,3-glucanasas y quitinasas. 

Las condiciones óptimas predichas se validaron experimentalmente, obteniéndose resultados 

satisfactorios y prometedores para la secreción micolítica de E. primorosea HMP9. Con 

respecto a proteasas, la actividad se incrementó en un 71,4%, es decir, 3,5 veces en relación 

al medio de cultivo inicial, sin optimizar. Con respecto a la actividad β-1,3-glucanasa, se 

incrementó en un 85,1%, es decir, 6,7 veces del valor inicial en el medio sin optimizar.  

Finalmente, la actividad quitinasa, se incrementó en un 85,2%, es decir, 6,8 veces en 

comparación con el medio sin optimizar.  

Para las actividades de β-1,3-glucanasas y quitinasas, los valores experimentales fueron 

concordantes con los predichos. Por tanto, se comprobó que, durante los ensayos, tanto 

ambas enzimas fueron reguladas de manera coordinada e influenciadas de la misma manera 

por lo niveles de los factores ensayados. 

Para la actividad proteasa el valor experimental no fue concordante con la actividad predicha. 

Esto puede deberse a que, en el transcurso de los ensayos de optimización esta enzima se 

comportó de manera distintiva con respecto a las demás, entonces los factores y niveles 

ensayados no presentaron los mismos efectos significativos. Por tanto, cuando se aplicaron 

los análisis de optimización de múltiples respuestas, los valores óptimos presentaban una 

concordancia ajustada con respecto a las enzimas β-1,3-glucanasas y quitinasas.  
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A partir de estos ensayos, fue posible optimizar la actividad de las tres enzimas micolíticas, 

empleando como fuente de carbono paredes celulares de L. gongylophorus (0,36 g/L), y como 

fuente de nitrógeno el complejo Mandels cuya concentración de componentes nitrogenados 

fueron, urea (0,1 g/L), extracto de levadura (1,86 g/L) y sulfato de amonio (0,21 g/L). El pH 

inicial del medio de cultivo fue de 4,63 y la concentración de inoculo 4 x 106 esporas/mL.  

5.5 Caracterización bioquímica de las enzimas micolíticas presentes en los 

sobrenadantes optimizados. 

5.5.1 Temperatura y pH de reacción óptimos  

La caracterización bioquímica de las enzimas micolíticas de los sobrenadantes optimizados 

presenta una importancia tanto biológica como comercial [285]. 

En primer lugar, se ensayaron las condiciones de reacción óptimas para las tres enzimas 

micolíticas (proteasas, β-1,3-glucanasas y quitinasas), incubando las mezclas de reacción a 

diferentes temperaturas y pH. Con respecto a la actividad proteasa, la enzima se mantuvo 

activa en todo el rango de temperaturas ensayadas (25-95°C), sin embargo, la actividad se 

incrementó significativamente hasta 85°C.  

Esta temperatura de reacción óptima fue notablemente superior a las reportadas 

frecuentemente para proteasas alcalinas fúngicas (entre 35°C y 60°C) [255,286,287]. 

No obstante, hay reportes en bacterias que son concordantes con los resultados de este 

trabajo. Particularmente, para una proteasa alcalina de Bacillus sp. se observó una 

temperatura óptima de 85°C [288]. Por su parte, Sookkheo et al. [289] estudiaron tres 

proteasas secretadas por Bacillus stearothermophilus que mostraron actividades máximas a 

70, 85 y 90 °C, clasificadas como proteasas altamente termoestables.  

Por otra parte, la proteasa mantuvo su actividad entre los pH 5 y 9, con un máximo significativo 

a pH 7,4. Valores equiparables se obtuvieron para una proteasa de T. harzianum, la cual se 

mantuvo activa entre los pH 5 y 10, con un óptimo a pH 7 [290]. La actividad proteasa óptima 

también fue comparable con la de otras proteasas secretadas por cepas de Trichoderma sp. 

[291–293]. 

Cabe destacar que la proteasa de E. primorosea HMP9 presentó un valor de pH óptimo de 

reacción, dentro del rango reportado para proteasas alcalinas fúngicas (entre 7 y 9). Este tipo 

de proteasas están representadas principalmente por las serinproteasas [267,294], las cuales 

están mayormente relacionadas con los procesos de biocontrol en Trichoderma spp. [295–

298]. 
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Con respecto a las β-1,3-glucanasas, la enzima se mantuvo activa durante el rango de 

temperaturas estudiado (25 – 70°C) con un óptimo significativo a 60°C. Estos resultados 

fueron comparables a los obtenidos en varios trabajos en lo que respecta a las temperaturas 

óptimas reportadas para hongos [299–301]. Noronha y Ulhoa [302] reportaron una 

temperatura óptima de 50 °C, para β-1,3-glucanasas en T. harzianum.  Fontaine et al. [303] 

obtuvieron un rango de temperatura óptima para Aspergillus fumigatus entre 55 y 65 °C. Para 

las especies fúngicas Acremonium persicinum [304] y Rasamsonia emersonii [305], también 

se reportó un óptimo de 65°C. Por su parte El-Katatny [306], observaron para un aislamiento 

de T. harzianum, un valor óptimo a 60 °C, coincidente con el valor óptimo reportado en este 

trabajo. 

En lo que respecta al efecto de pH sobre la actividad enzimática, se observó que la enzima 

fue funcional en el rango de pH de 4 a 7, con un valor óptimo significativo de 5. La actividad 

óptima de las β-1,3-glucanasas fúngicas generalmente se encuentra en un rango de pH de 4 

a 6. [301,307]. Thrane et al. [308] obtuvieron un pH óptimo en el rango 5 a 5,5, para la actividad 

β-1,3-glucanasa de Trichoderma longibrachiatum. Marco y Félix [300] reportaron para T. 

harzianum una actividad óptima a pH 5, al igual que en este trabajo.  

Con respecto a las quitinasas, se detectó actividad en todas las temperaturas estudiadas (25 

– 65°C). Se observó un rango óptimo entre 37 y 55°C, con el máximo de actividad a 45°C.  

Chung et al. [309] reportaron que en general, las quitinasas fúngicas tienen rangos óptimos 

de temperatura de 23 a 50 °C [310–312]. Para las quitinasas de T. harzianum, T. 

longibrachiatum y T. viride, se han reportado actividades máximas entre 50 y 55 °C [313–315], 

y para T. asperellum un rango de temperatura óptimo de 30°–40°C [316,317]. Estos valores 

son comparables con los resultados obtenidos en este trabajo, ya que no se observaron 

diferencias significativas entre 37–55°C. 

Por otra parte, la enzima se mantuvo activa en todos los pH ensayados (3-7), con un rango 

óptimo entre 4 y 5. Estos valores fueron congruentes con los óptimos de 4 y 4,5 reportados 

para las quitinasas de dos cepas de T. harzianum [318,319]. Asimismo, otros autores 

reportaron rangos de pH de 3,5 a 4,5 para distintas especies de Trichoderma  [313–315]. 

Si bien la actividad quitinasa varía según las especies fúngicas, los resultados obtenidos en 

este trabajo se encuentran dentro de los rangos observados en diversos estudios previos por 

otros autores con hongos micoparásitos.  
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5.5.2 Termoestabilidad y pH estabilidad 

La estabilidad de las enzimas micolíticas, es decir, su capacidad para retener actividad a lo 

largo del tiempo, es sin duda un factor limitante en la mayoría de los bioprocesos [320]. La 

estabilidad enzimática es fundamental en los procesos biotecnológicos, tanto en la aplicación 

enzimática para biotratamientos como en la etapa de producción y recuperación/purificación 

de las enzimas [321,322]. Por tanto, es una característica muy importante a la hora de producir 

y aplicar las enzimas micolíticas, considerando que su estabilidad debe ser suficiente para 

dicha aplicación; en este caso mediante la acción lítica de estas enzimas sobre las hongueras 

de las hormigas cortadoras de hojas. 

Con respecto a la termoestabilidad en el tiempo, la actividad proteasa residual en heladera 

fue mayor a 90%, por tanto, demostró tener una elevada estabilidad refrigerada a 5°C, 

durante los 30 días de incubación. A temperatura ambiente (entre 24 y 28°C) se mantuvo 

mayor a 70% durante 25 días. Banerjee [253] también reportó para una proteasa de Bacillus 

brevis, una estabilidad mayor a 70% a 25 °C durante 12 días. Shankar et al. [286] por su 

parte detectaron para una proteasa de Beauveria sp. que la enzima retuvo el 100% de 

actividad durante una hora a temperatura ambiente. En ambos casos con tiempos 

considerablemente menores al de este trabajo. 

Por otra parte, la termoestabilidad a temperatura óptima (85°C) presentó una disminución 

significativa por debajo de 25% a partir de los 5 min de incubación, perdiendo por completo 

la actividad a los 25 min. De manera similar a lo observado en el presente trabajo, 

Nascimento y Martins [252] midieron la termoestabilidad de una proteasa durante 2 h y el 

perfil indicó que la enzima a 80°C mantuvo sólo un 16% de su actividad. Asimismo, una 

proteasa de Bacillus sp. retuvo 25% de la actividad original después del tratamiento térmico 

de 1 h a 80ºC [323]. 

Por otra parte, Sookkheo et al. [289], ensayaron la termoestabilidad de tres proteasas de 

Bacillus durante 30 min, las cuales retuvieron aproximadamente el 50% de la actividad inicial 

a 72, 78 y 90 °C, respectivamente.  

Para β-1,3-glucanasas, la actividad residual en heladera y a temperatura ambiente, al igual 

que para proteasas fue notable, manteniéndose por encima de 80 y 90% respectivamente 

durante los 30 días de incubación. El-Katatny  [306] reportó para una cepa de T. harzianum, 

una actividad residual β-1,3-glucanasas de 50% después de 60 días de incubación, a 

temperaturas entre 20 y 30°C.  

Por otra parte, en este trabajo la actividad residual a temperatura óptima (60°C), disminuyó 
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de manera significativa a los 5 min de incubación, por debajo de 25% pero estable durante 

25 min. 

Se reportaron resultados comparables por varios autores. La estabilidad térmica para una β-

1,3-glucanasa de Thielavia terrestris presentó una vida media de 37 min a 60 °C [324]. Por 

otra parte, una β-1,3-glucanasa de T. reesei perdió toda su actividad al incubarse durante 15 

min a 60°C  [325], y la β-1,3-glucanasa de Chaetomium sp. se volvió inactiva por encima de 

60°C durante 30 min [326]. Por su parte El-Katatny [306] reportó para T. harzianum una 

actividad enzimática residual del 30% en 30 min de incubación a 60°C. 

Con respecto a la actividad quitinasa residual, esta se mantuvo mayor a 70% durante 25 días 

en heladera y durante 15 días a temperatura ambiente. Chung et al. [309] reportaron una 

actividad residual entre el 93 y 99% cuando el sobrenadante enzimático se incubó a 

temperatura ambiente (25°C) durante 1 a 2 h, lo que demuestra que si bien presentan 

estabilidad alta, los tiempos son mucho menores a los ensayados en este trabajo. 

A temperatura de reacción óptima (45°C) la actividad quitinasa residual, también disminuyó 

significativamente por debajo del 25%, a los 5 min de incubación, con una vida media de 25 

min. De manera similar, El-Katatny [306] reportó una actividad quitinasa media de 18 min a 

40°C, y 42 min a 50°C, para T. harzianum. Por su parte, Loc et al. [316] informaron una 

estabilidad térmica quitinasa de una cepa de T. asperellum, entre 25 y 50°C por 30 min. Por 

otra parte, Chung et al. [309] investigaron la estabilidad térmica quitinasa a 40 y 50°C durante 

1 a 2 h, y la enzima mantuvo una actividad residual de 93-99% y 50-70% respectivamente.  

La disminución significativa de actividad, para las tres enzimas micolíticas a sus temperaturas 

óptimas, puede ser el resultado de la desnaturalización por calor y la autodigestión de las 

enzimas en el sobrenadante enzimático crudo [306]. 

Sin embargo, fue notable la estabilidad de las tres enzimas micolíticas, refrigeradas en 

heladera y a temperatura ambiente. Estas características resultan primordiales, ya que 

además de facilitar la conservación de un bioinsumo a base de las enzimas micolíticas de E. 

primorosea HMP9, se favorece su aplicación ya que las hongueras de los nidos de hormigas 

cortadoras de hojas presentan una temperatura cercana a la ambiental, la cual se mantiene 

estable debido al metabolismo de L. gongylophorus [327]. Entonces los sobrenadantes 

enzimáticos además de presentar actividad micolítica a temperatura ambiente, mantienen una 

estabilidad elevada durante al menos 30 días, lo que podría reflejar una mayor durabilidad del 

efecto biocontrolador. 
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Con respecto a la estabilidad del pH en el tiempo, la actividad residual proteasa, fue mayor a 

70% durante 20 días a pH 6; y los pHs 7,4 y 8, presentaron actividades residuales mayores a 

50% durante los 30 días de incubación. Si bien, no se encontraron reportes de pH estabilidad 

durante el periodo de 30 días, se discutió sobre trabajos realizados con tiempos más 

reducidos. Nascimento y Martins [252] incubaron los sobrenadantes enzimáticos a 

temperatura ambiente durante 24 h a valores de pH de 5,5, 8 y 9, y observaron una 

disminución de aproximadamente 51%, 18% y 66% de su actividad original, respectivamente. 

Por su parte Aissaoui et al. [290] detectaron que la actividad proteasa fue estable en el rango 

de pH de 5 a 9, con una actividad residual de más del 80% durante 1 h.  

Shankar et al. [286] informaron que un aislamiento de Beauveria fue altamente estable en el 

rango de pH 3-11 a temperatura ambiente durante 1 h con máxima estabilidad a pH 7. Hajji et 

al. [328] informaron una serinproteasa de Aspergillus clavatus que retuvo aproximadamente 

el 68% de su actividad inicial a pH 7. 

Para β-1,3-glucanasas, a pH 4 la actividad residual se mantuvo por encima de 90% durante 

20 días de incubación, y para los pH 5 y 6 se mantuvo por encima de 70% durante los 30 días 

de incubación.  

Los ensayos de estabilidad de pH para la actividad β-1,3-glucanasa de T. terrestris indicaron 

que permaneció estable dentro del rango de pH de 4,5 a 7, después de una incubación a 

temperatura ambiente (25 °C) durante 2,5 h. Mientras que otras β-1,3-glucanasas fúngicas 

permanecieron estables durante pocos minutos, dentro del rango de pH de 4 a 7 [329]. 

La actividad quitinasa, presentó una disminución significativa en su actividad al día 10 de 

incubación para pH 3, con una actividad residual menor al 50%. Por otra parte, para los pH 4 

y 5, la actividad residual fue mayor a 70% durante 20 días. 

La estabilidad de pH para una quitinasa de T. harzianum se mantuvo en un rango de 4,5 a 7, 

lo cual fue concordante con los datos reportados para otras quitinasas, que eran estables 

entre los pH 4 y 8 [330]. Otra quitinasa de T. harzianum fue estable a pH de 5,5, manteniendo 

más del 50% de su actividad [313]. 

Zhang et al. [331] reportó un rango de estabilidad de pH bastante amplio (4 a 13) para 

Paenibacillus xylanexedens, que retuvo alrededor del 90% de su actividad inicial después de 

una incubación de 12 h. 
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En base a lo expuesto en este punto, los sobrenadantes enzimáticos de E. primorosea HMP9 

presentaron una estabilidad de pH prometedora para su potencial aplicación como un 

bioproducto en los nidos de hormigas cortadoras de hojas. 

Los reportes sobre el efecto de las hormigas en las propiedades del suelo son variados. Los 

nidos suelen presentar valores de pH en un rango ligeramente ácidos a ligeramente alcalinos, 

q tienden a la neutralidad, en comparación con los suelos circundantes [332,333]. 

Sin embargo, es bien conocido que los hongos en general tienden a acidificar el medio y a 

mantenerlo estable según sus necesidades fisiológicas [334].  Entonces, es probable que 

dentro de la honguera se tienda a un pH ligeramente acido, y en el presente trabajo, se 

obtuvieron sobrenadantes estables en un rango amplio de pH, con mayor estabilidad para las 

3 enzimas, en el rango de 4 a 6.   

Por tanto, además de una termoestabilidad promisoria, las enzimas micolíticas de E. 

primorosea HMP9 presentan una estabilidad de pH propicia para su aplicación. 

5.5.3 Detección de isoenzimas con actividad micolítica en ND-PAGE: Zimogramas 

La presencia de distintas isoenzimas en los sistemas de degradación de polisacáridos es un 

fenómeno frecuente encontrado en numerosos microorganismos [335] y es consecuencia de 

la existencia de diferentes genes [336] o modificaciones postraduccionales del producto de un 

mismo gen, como proteólisis o diferentes estados de glicosilación [337,338]. Esta diversidad 

de enzimas para una misma actividad se ha interpretado como una optimización molecular 

para la degradación más efectiva de los sustratos atacados [335,339]. 

En este trabajo, se empleó zimografía realizando un gel ND-PAGE para perfilar las enzimas 

extracelulares secretadas por E. primorosea HMP9 en condiciones específicas, y determinar 

la presencia de isoenzimas para cada una de las enzimas micolíticas en los sobrenadantes 

optimizados.  

Para proteasas, se empleó leche descremada como sustrato y se obtuvo una única banda 

tenue. La observación de bandas poco claras puede deberse a que, el sustrato no digerido 

por la proteasa y coloreado de azul genera un bajo contraste entre el área digerida y no 

digerida [340]. La banda observada representaría a la proteasa alcalina caracterizada en los 

sobrenadantes optimizados de E. primorosea HMP9, concordante con una única isoforma 

proteolítica revelada sobre geles de poliacrilamida.  

Al respecto, cabe destacar que no hay reportes sobre la caracterización de proteasas 

secretadas por especies de Escovopsis sp. De Man et al. [171] en su trabajo sobre la 
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secuenciación de E. weberi no informaron genes que codifiquen para proteasas, sin embargo, 

reportaron la existencia de muchos genes de función desconocida.  

Flores et al. [295] detectaron altos niveles de expresión de una proteasa alcalina codificada 

por el gen prb1, por parte de T. harzianum, durante la interacción in vitro con las paredes 

celulares de Rhizoctonia solani. Estos autores demostraron que el gen era activo sólo cuando 

el hongo se cultivó en medios que contenían las paredes celulares de R. solani como la única 

fuente de carbono. 

Con respecto a la actividad β-1,3-glucanasa, se utilizó como sustrato laminarina, detectándose 

una sola banda. A diferencia de los resultados obtenidos en este trabajo, Bara et al. [341] 

obtuvieron dos bandas de β-1,3-glucanasas extracelulares para T. asperellum, en presencia 

de paredes celulares de R. solani. Otros autores reportaron la presencia de tres isoenzimas 

de β-1,3-glucanasas por parte de T. harzianum cuando creció utilizando paredes celulares 

fúngicas como fuente de carbono [168,342]. Por otra parte, Vázquez-Garcidueñas et al. [343] 

obtuvieron zimogramas para T. harzianum, con cinco bandas de β-1,3-glucanasas en 

condiciones inductivas. Por lo cual, podría inferirse que la cantidad de isoenzimas además de 

estar influenciadas por los inductores empleados, está relacionada con las diferentes cepas 

y/o especies, y en el caso de β-1,3-glucanasas es muy variable. Con respecto a Escovopsis, 

este trabajo es el primer reporte para esta enzima.  

Finalmente, para quitinasas, se empleó quitina coloidal como sustrato y se obtuvieron dos 

bandas. Esto concuerda con el único reporte de actividad quitinasa para Escovopsis sp. Inglis 

y Kawchuk [162] también detectaron la presencia de dos quitinasas en los zimogramas, 

cuando se emplearon paredes celulares de R. solani como fuente de carbono.  

Curiosamente, al contrario de lo observado en este trabajo, Grinyer et al. [296] identificaron 

dos β-1,3-glucanasas y una quitinasa en un sobrenadante de cultivo de T. atroviride, en un 

medio que contenía paredes celulares de R. solani como la única fuente de carbono.  

Con respecto a estas enzimas, De Man et al. [171] reportaron que E. weberi tiene un número 

similar de quitinasas (GH18, GH20) y de β-1,3-glucanasas (GH16) en comparación con T. 

reesei, lo que indica que las enzimas micolíticas que secretan y su potencial para atacar la 

pared celular de huésped son comparables entre ambos géneros fúngicos. 

Todo lo expuesto indica que, E. primorosea HMP9, actúa como un micoparásito necrotrófico 

de contacto, y que, en condiciones de fermentación inductivas, produce un sistema micolítico 

que consiste en al menos una enzima proteasa, una β-1,3-glucanasa y dos quitinasas. Esta 
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inducción se debe a la incorporación de paredes celulares fúngicas de L. gongylophorus como 

fuente de carbono y el complejo nitrogenado Mandels como fuente de nitrógeno.  

El coctel enzimático generado, presentó una estabilidad elevada en el rango de pHs para su 

potencial aplicación, y a temperaturas tanto de conservación (en condiciones de refrigeración) 

como también de aplicación (temperatura ambiente). 

Este trabajo presenta una contribución novedosa e importante al conocimiento sobre el papel 

fisiológico de las enzimas micolíticas secretadas por este género fúngico micoparásito. Queda 

por profundizar en la investigación sobre los mecanismos de aplicación de este coctel 

enzimático, con propiedades micoparasitarias óptimas y estables, para su empleo eficiente 

sobre las hongueras de los nidos de hormigas cortadoras de hojas. 
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6 CONCLUSIONES 

El muestreo de 53 nidos de hormigas cortadoras de hojas del género Acromyrmex, permitió 

aislar 11 cepas fúngicas pertenecientes al género Escovopsis, y dos cepas pertenecientes a 

L. gongylophorus nativas de la provincia de Misiones, enriqueciendo el cepario del 

BIOTECMOL. 

El estudio polifásico, basado en la caracterización tanto morfológica (macro y microscópica) 

como molecular, permitió identificar las cepas de Escovopsis hasta el nivel de especie. La 

cepa HMP1 se identificó como E. microspora, las cepas HMP2, HMP3, HMP4, HMP7, HMP9, 

HMP10 y HMP11 se identificaron como E. primorosea, las cepas HMP5 y HMP6 se 

identificaron como E. weberi; y la cepa HMP8 se identificó como E. catenulata. 

Cabe destacar que, a partir de este trabajo, se reportaron por primera vez secuencias ITS 

para las especies E. catenulata y E. primorosea. Además, debido a la baja disponibilidad de 

secuencias para las distintas especies de Escovopsis en las bases de datos GenBank, las 

secuencias obtenidas y reportadas en este trabajo representan una gran contribución para 

futuras evaluaciones en el marco del análisis molecular de las regiones ITS1-5,8S-ITS2 de 

este género a nivel mundial.  

Durante la realización de pruebas de patogenicidad, se observó que todos los aislamientos 

de Escovopsis alcanzaron el máximo de virulencia (grado 4), presentando una capacidad 

antagónica satisfactoria frente a L. gongylophorus. Particularmente, E. primorosea HMP9 

además de presentar una capacidad antagónica satisfactoria, obtuvo el mayor grado de 

inhibición (mayor a 90%) y redujo de manera significativa el crecimiento de L. gongylophorus, 

por tanto, fue seleccionada como una cepa promisoria. Por otra parte, los microcultivos 

demostraron que E. primorosea HMP9 actuó como un micoparásito necrotrófico de contacto, 

liberando toxinas y enzimas que degradaron los componentes de la pared celular de su 

hospedador L. gongylophorus.   

Empleando una serie de diseños experimentales factoriales y RSM Box-Behnken, en 

fermentación sumergida, fue posible la optimización de múltiples respuestas en el 

micoparásito E. primorosea HMP9. Para inducir el máximo rendimiento de las enzimas 

micolíticas, proteasas, β-1,3-glucanasas y quitinasas, las condiciones de fermentación 

óptimas fueron: paredes celulares extraídas de L. gongylophorus (0,36 g/L) como fuente de 

carbono, y el complejo Mandels como fuente de nitrógeno, cuyos componentes nitrogenados 

fueron, urea (0,1 g/L), extracto de levadura (1,86 g/L) y sulfato de amonio (0,21 g/L). El pH 

inicial óptimo del medio de cultivo fue de 4,63 y la concentración de inóculo 4 x 106 

esporas/mL.  
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Con respecto a las proteasas la actividad enzimática se incrementó en un 71,4%, es decir, 3,5 

veces su actividad; la actividad β-1,3-glucanasa se optimizó un 85,1%, es decir 6,7 veces, y 

la actividad quitinasa se optimizó un 85,2%, 6,8 veces su actividad en comparación al medio 

de cultivo sin optimizar.  

A partir de la caracterización bioquímica del sobrenadante optimizado, se obtuvieron las 

condiciones de temperatura y pH de reacción óptimos para las enzimas micolíticas. Para la 

actividad proteasa, se observó la máxima actividad a 85°C y pH 7,4; para β-1,3-glucanasas 

se obtuvo la máxima actividad a 60°C y pH 5 y para la actividad quitinasa a 45°C y pH 4.  

Con respecto a la estabilidad del sobrenadante optimizado, las enzimas micolíticas 

presentaron una notable estabilidad refrigeradas en heladera y a temperatura ambiente, 

durante al menos 30 días. Además, permanecieron estables en un rango amplio de pH, con 

mayor estabilidad para las tres enzimas, en el rango de 4 a 6. Esta estabilidad prometedora 

es propicia para su potencial aplicación como un bioproducto, ya que las hongueras de los 

nidos de hormigas cortadoras de hojas presentan una temperatura cercana a la ambiental, y 

es probable que se encuentren a un pH ligeramente acido. 

Con respecto al perfil isoenzimático micolítico, se detectó que E. primorosea HMP9, produce 

un sistema micolítico que consiste en al menos una enzima proteasa, una β-1,3-glucanasa y 

dos quitinasas en condiciones inductivas con paredes celulares fúngicas de L. gongylophorus 

como fuente de carbono y el complejo nitrogenado Mandels como fuente de nitrógeno.   

Cabe destacar que en este trabajo se presentan los primeros reportes de actividad enzimática 

β-1,3-glucanasa, así como la caracterización bioquímica de proteasas y β-1,3-glucanasas en 

aislamientos del género Escovopsis. 

Finalmente, el sobrenadante optimizado de E. primorosea HMP9 demostró su acción óptima, 

tanto antifúngica como micoparasitaria sobre el hongo mutualista obligado, L. gongylophorus. 

Los resultados obtenidos, denotan y estimulan su potencial como alternativa no química 

prometedora en el control indirecto de hormigas cortadoras de hojas, una de las principales 

plagas de Misiones.
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7 RECOMENDACIONES PARA TRABAJOS FUTUROS 

Escovopsis demostró ser un buen microorganismo de fermentación, y secretó eficientemente 

las enzimas del complejo micolítico. No obstante, para su aplicación como un agente 

biocontrolador, tanto la cepa como la formulación enzimática, están influenciadas por factores 

ambientales, como pH, temperaturas extremas, variaciones de humedad y radiación 

ultravioleta. Debido a esto, la inmovilización de células microbianas y enzimas se puede 

utilizar con el fin de aumentar su persistencia bioactiva y eficiencia. Por tanto, como 

continuación de este trabajo doctoral, se propone microencapsular las enzimas micolíticas 

(proteasas, β-1,3-glucanasas y quitinasas), presentes en los sobrenadantes enzimáticos de 

E. primorosea LBM277, para su liberación gradual y eficiente, con efecto en la degradación 

de las paredes celulares de L. gongylophorus, en el contexto del bioncontrol indirecto de 

hormigas cortadoras de hojas en la provincia de Misiones 

8 PRODUCCIÓN CIENTÍFICA 

8.1 Publicaciones en Revistas  

I. Barengo MP, Amerio NS, Bich GA, Castrillo ML, Zapata PD. Estandarización del 

método cuantitativo de azocaseína para determinar la actividad proteolítica en 

sobrenadantes fúngicos de Escovopsis y Trichoderma. Biotecnol Apl. 

2020;37(2):2201-6. 

II. Barengo MP, Bich GA, Zapata PD, Castrillo ML. Micoparasitismo de Escovopsis frente 

a Leucoagaricus gongylophorus, asociados a nidos de hormigas cortadoras de hojas. 

Gayana Botanica (Aceptado, en prensa). 

8.2 Presentaciones a Congresos 

I. Barengo MP, Bich GA, Castrillo ML, Villalba LL, Zapata PD. Aislamiento y 

caracterización morfológica de Leucoagaricus gongylophorus a partir de un nido de 

hormigas cortadoras de hojas. Jornadas Científico-Tecnológicas “45º Aniversario de la 

UNaM”. 2018. 

II. Barengo MP, Bich GA, Alzaga EE, Villalba LL, Castrillo ML, Zapata PD. Bioprospección 

de cepas nativas de Escovopsis (Ascomycota: Hipocreales), potenciales 

biocontroladores de hormigas cortadoras de hojas. I Reunión sobre el manejo de 

plagas y agentes de control biológico del nordeste argentino y II Taller de manejo de 

malezas y plantas invasoras: el control biológico como alternativa. 2018. 

III. Barengo MP, Alzaga EE, Bich GA, Castrillo ML, Villalba LL, Zapata PD. Identificación 

molecular de aislamientos pertenecientes a Escovopsis y Leucoagaricus, géneros de 



 

pág. 101 
 

interés para el biocontrol de hormigas cortadoras de hojas. XV Congreso Argentino de 

Microbiología, 25 a 27 Septiembre de 2019. 

IV. Barengo MP, Alzaga EE, Bich GA, Amerio NS, Castrillo ML, Zapata PD. Patogenicidad 

de Escovopsis frente a Leucoagaricus, asociados a nidos de hormigas cortadoras de 

hojas. XII Reunión Nacional Científico-Técnica de Biología de Suelos, 25 a 27 de 

Noviembre de 2019.     

V. Barengo MP, Alzaga EE, Bich GA, Amerio NS, Castrillo ML, Zapata PD. Phylogenetic 

analysis of its sequences from isolates of Escovopsis, natives of the province of 

Misiones. 1st Latin American Congress of Women in Bioinformatics and Data Science, 

21 a 24 de septiembre de 2020. 

VI. Barengo MP, Amerio NS, Bich GA, Zapata PD, Castrillo ML. Selection of carbon and 

nitrogen sources for enhancing the secretion of mycolytic enzymes of Escovopsis in 

submerged fermentation. 1° Simpósio de Microbiologia de Rondônia: Saúde, Ambiente 

e Inovação SIMICRON, 23 a 25 de marzo de 2021.      

VII. Barengo MP, Amerio NS, Bich GA, Zapata PD, Castrillo ML. Optimización de la 

secreción de enzimas micolíticas en Escovopsis primorosea HMP9. 6° Simposio 

Argentino de Procesos Biotecnológicos SAPROBIO, 4 a 6 de agosto de 2021. 

VIII. Barengo MP, Amerio NS, Bich GA, Zapata PD, Castrillo ML. Biochemical 

characterization of the optimal reaction temperature and pH of the main mycolytic 

enzymes with biocontrol capacity of the Escovopsis primorosea HMP9 strain. Tercer 

Encuentro & Primer Workshop de la Red Argentina de Tecnología Enzimática (Red 

TEz), 8 a 10 de Septiembre de 2021. 

IX. Barengo MP, Alzaga EE, Bich GA, Amerio NS, Zapata PD, Castrillo ML. 

Micoparasitismo de Escovopsis HMP9, promisorio para biocontrol de hormigas 

cortadoras de hojas. Primeras Jornadas Institucionales de InBioMis, 23 y 24 de junio 

de 2022. 

X. Barengo MP, Amerio NS, Bich GA, Zapata PD, Castrillo ML. Termoestabilidad de 

enzimas micolíticas con capacidad biocontroladora, en sobrenadantes de Escovopsis 

primorosea de Misiones, Argentina. V Simposio Chileno de Control Biológico, 30 de 

agosto a 1 de septiembre de 2022. 

XI. Barengo M. P., Alzaga E. E., Bich G. A., Amerio N.S, Zapata P. D., Castrillo M. L. 

Phylogenetic analysis of ITS sequences in Escovopsis isolates from Misiones, in the 

framework of a polyphasic identification. 3rd Women in Bioinformatics & Data Science 

LA Conference, 20 a 23 de septiembre de 2022. 



 

pág. 102 
 

9 PROYECTO/S DE INVESTIGACIÓN DENTRO DEL/LOS CUAL/ES SE DESARROLLÓ 

LA TESIS 

Esta investigación estuvo enmarcada dentro de los siguientes proyectos: 

✓ PICT 2016-3349. Control biológico de hongos fitopatógenos: Optimización de la 

producción de enzimas micolíticas a partir de la predicción in silico de genes y 

potenciales inductores. Directora: Castrillo, ML. Fecha ejecución: 09-2017 al 05-2021. 

Monto subsidiado: 220.000,00$ 

 

✓ PICT-2018-04348. Biocontrol de hormigas cortadoras de hojas: Genómica y 

secretómica del hongo biocontrolador Escovopsis infectando al hongo simbionte de 

las hormigas cortadoras de hojas para el desarrollo de mejoras de productos 

biocontroladores. Director: Bich GA. Fecha ejecución: 10-2019 al 05-2023. Monto 

subsidiado: 410.000,00$ 

10 BECA/S Y SUBSIDIO/S CON LOS QUE SE FINANCIÓ LA TESIS 

Barengo, MP obtuvo una beca doctoral interna temas estratégicos desde 04/2017 hasta 

07/2023 para la realización del presente doctorado. 

Los proyectos anteriormente mencionados fueron los principales subsidios que llevaron a 

cabo el presente plan de doctorado. 

 

 



 

pág. 103 
 

 

 NE OS



 

pág. 104 
 

 

11 ANEXOS 

Anexo 1. Medios de cultivo.  

Para llevar a cabo los distintos ensayos de la presente tesis, se emplearon los medios de 

cultivo detallados a continuación. Todos ellos se esterilizaron en autoclave a 121°C y 1 atm 

de presión superior a la normal, durante 15 min. 

▪ Agar Dextrosa Papa (PDA) 

Medio de cultivo sólido compuesto por PDA (39 g/L) con el agregado de cloranfenicol 0,02% 

p/v. Se esterilizó en autoclave y se distribuyó en placas de Petri de 60 y 90 mm de diámetro. 

Este medio se utilizó para el aislamiento, reactivación y conservación de los aislamientos, 

como así también para realizar las pruebas de patogenicidad. 

▪ Agar Czapek Levadura modificado (mCYA)  

Médio de cultivo sólido compuesto por KNO3 (0,03M), K2HPO4 (5,74 x 10-3 M), KCl (6,7 x 10-3 

M), MgSO4 + 7H2O (2,02 x 10-3 M), FeSO4 + 7H2O (3,7 x 10-4 M), ZnSO4 + 7H2O (8,7 x 10-6 M), 

CuSO4 + 5H2O (2 x 10-5 M), extracto de levadura (5 g/L), dextrosa (30 g/L), y agar (20 g/L). Se 

esterilizó en autoclave y se distribuyó en placas de Petri de 90 mm de diámetro. Este medio 

se utilizó en la identificación polifásica, para diferenciar dos especies de Escovopsis, en 

función de la coloración de los conidios, según lo establecido por [75], [172]. Asimismo, se 

empleó en la reactivación del aislamiento de Escovopsis seleccionado para los ensayos de 

optimización. 

▪ Agar Agua (AA)  

Medio de cultivo sólido compuesto por agar agua (10 g/L). Se esterilizó en autoclave y se 

colocó sobre portaobjetos que fueron utilizados para los ensayos de microcultivos. 

▪ Extracto de Malta (ME) 

Medio de cultivo líquido compuesto por extracto de malta (20 g/L). Fue utilizado para el 

crecimiento de los aislamientos empleados en la extracción de ADN a partir de micelio fúngico. 

Se distribuyeron 10 mL de medio en tubos de 50 mL y se esterilizaron en autoclave. Este 

medio también fue empleado para la obtención de paredes celulares fúngicas, utilizadas como 

fuente de carbono en los ensayos de optimización de la actividad micolítica. Se distribuyeron 

50 mL de medio en frascos erlenmeyers de 250 mL y se esterilizaron en autoclave. 
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Anexo 2.  Protocolo de extracción de ADN a partir de micelio fúngico [175]. 

 

1. Filtrar el micelio y lavar con 1 ml de solución de lavado conteniendo, TRIS-HCl 0.1M, EDTA 

0.02 M en frío.  

2. Centrifugar a 12000 rpm por 3 min, descartar el sobrenadante. Repetir este paso dos veces. 

3. Triturar y macerar el tejido con una varilla de plástico en presencia de 1 ml de buffer de 

extracción compuesto por Tris-HCl 100 mM pH 8, NaCl 1,5 M, EDTA 50 mM pH 8, Proteinasa 

K, 0,1mg/ml, β-mercaptoetanol 10 mM, SDS 2%.  

4. Incubar a 60 ºC por una hora. Luego, agitar con vórtex cada 10 min. 

5. Posteriormente centrifugar por 5 min a 12000 rpm y recuperar el sobrenadante. Registrar 

el volumen recuperado.  

6. Adicionar igual volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Mezclar mediante vórtex 

15 segundos.  

7. Centrifugar a 12000 rpm por 3 min. Recuperar el sobrenadante. Repetir una vez más este 

paso. 

8. Adicionar 200 µl de acetato de potasio 3 M, mezclar por inversión.  

9. Centrifugar a 12000 rpm por 3 min. Recuperar el sobrenadante.  

10. Precipitar el ADN con 1 ml de isopropanol 100 % durante 24 h.  

11. Centrifugar a 12000 rpm por 5 min. Eliminar el isopropanol.  

12. Lavar el precipitado con 1 ml de Etanol 70 %, y centrifugar a 12000 rpm por 5 min.  

13. Eliminar el etanol y dejar secar a temperatura ambiente.  

14. Finalmente, resuspender en agua destilada libre de nucleasas y almacenar a -20ºC. 
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Anexo 3. Lista de aislamientos de Escovopsis y L. gongylophorus con sus respectivos códigos 

de cepario del BIOTECMOL.  

 

Aislamientos Código de cepario 

HMP1 LBM269 

HMP2 LBM270 

HMP3 LBM272 

HMP4 LBM271 

HMP5 LBM274 

HMP6 LBM275 

HMP7 LBM273 

HMP8 LBM276 

HMP9 LBM277 

HMP10 LBM278 

HMP11 LBM279 

173COR LBM265 

136MIG LBM282 
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Anexo 4. ANOVA de las fuentes de carbono y nitrógeno, para las actividades proteasa, β-1,3-

glucanasa y quitinasa, en Escovopsis primorosea HMP9, con un nivel de 95,0% de confianza. 

 

Fuente 
Suma de 

cuadrados 
Gl Cuadrado medio Razón-F Valor-p 

Actividad proteasa 

Modelo 719,77 3 239,92 12,19 0,0176 

A:Fuente de carbono 648,34 1 648,34 32,93 0,0046 

B:Fuente de nitrógeno 62,89 1 62,89 3,19 0,1484 

AB 8,54 1 8,54 0,43 0,5462 

Error 78,75 4 19,69   

Total 798,53 7    

Actividad β-1,3-glucanasa 

Modelo 12735,24 3 4245,08 17,50 0,0001 

A:Fuente de carbono 2186,43 1 2186,43 9,01 0,0110 

B:Fuente de nitrógeno 10131,58 1 10131,58 41,76 <0,0001 

AB 417,23 1 417,23 1,72 0,2143 

Error 2911,17 12 242,60   

Total 15646,41 15    

Actividad quitinasa 

Modelo 53,13 3 17,71 26,31 <0,0001 

A:Fuente de carbono 11,58 1 11,58 17,20 0,0014 

B:Fuente de nitrógeno 32,64 1 32,64 48,48 <0,0001 

AB 8,91 1 8,91 13,24 0,0034 

Error 8,08 12 0,67   

Total 61,2 15    
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