
Universidad Nacional de La Plata

Facultad de Ciencias Naturales y Museo

IDENTIFICACIÓN DE HONGOS ASOCIADOS A LA MADERA DE NOTHOFAGUS

DOMBEYI Y N. PUMILIO Y SU BIOPROSPECCIÓN COMO AGENTES ÚTILES EN LA

PROMOCIÓN DEL CRECIMIENTO VEGETAL Y LA GENERACIÓN DE

BIOCOMBUSTIBLES.

Trabajo de tesis para optar al Título de Doctor en Ciencias Naturales

Lic. Mariano Damián Aquino

Directora: Dra. Maria Belén Pildain

Director: Dr. Mario Carlos Nazareno Saparrat

Año 2024



Agradecimientos

A Io y Elu, por todo su cariño, amor y comprensión, gracias por todo

A mi mamá, a Darío, a Diego, a Lauty, a Mari y Reny por estar siempre conmigo

A mi gran amiga la Gabi, otra etapa terminada juntos

A mis directores, Belén y Mario por la paciencia y sapiencia en todos estos años, gracias por querer

seguir aguantantome unos años más

A todo el grupo del CIEFAP, institución que me vio crecer como profesional

A mis amigos de acá y allá, y a todas las personas que han formado parte de esto

 

2



Dedicada a Elu, la luz de mi vida

3



RESUMEN
Los hongos tienen un papel importante frente a los grandes retos globales de desarrollo

sustentable,  siendo  herramientas  potenciales  para  mejorar  la  eficiencia  de  los  recursos,  en  la

biodegradación de residuos, en la promoción y protección de cultivos agrícolas y como fuente de

sustitutos  renovables  para los productos  de los recursos  fósiles.  Existe  un grupo importante  de

hongos  que  presentan  efectos  antagónicos  con  otros  microorganismos  y  esta  acción  puede  ser

aprovechada para  controlar  biológicamente  a  patógenos  y  plagas.  Mientras  que  otros  tienen la

capacidad de acumular cantidades significativas de lípidos, principalmente triglicéridos, lo que los

agrupa  dentro  de  los  microorganismos  oleaginosos.  También,  hongos  asociados  a  la  madera,

incluyendo fitopatógenos, son conocidos por su capacidad para sintetizar enzimas relacionadas con

la degradación vegetal, incluyendo proteínas hidrolíticas como lipasas. Las numerosas aplicaciones

industriales de estos organismos y su metabolismo en el control de enfermedades, biocombustibles,

aditivos alimentarios en la modificación del sabor, síntesis de ésteres con una importante actividad

antioxidante, hidrólisis de grasas para la fabricación de detergentes, tratamiento de aguas residuales,

etc. han estimulado el interés en el aislamiento y caracterización de hongos de diferentes ambientes.

En este contexto, los bosques andino patagónicos constituyen una de las últimas reservas mundiales

de bosques templados con poca alteración antrópica y valiosa biodiversidad, con gran potencial

como fuente de nuevos organismos para desarrollos biotecnológicos. En este marco, el objetivo

general  de este  trabajo fue analizar  los hongos habitantes de los bosques andino patagónicos y

algunos de sus roles relacionados con el crecimiento vegetal y la producción de lipasas y la síntesis

de lípidos. Los objetivos específicos se desarrollaron en 3 ejes principales: 1) Aislar e identificar

taxonómicamente hongos asociados a la madera de Nothofagus dombeyi y evaluar la capacidad de

aislamientos seleccionados para inhibir agentes patógenos específicos como Huntiella decorticans,

promover la actividad biológica de N. dombeyi e inferir los mecanismos fúngicos involucrados en

ensayos bajo condiciones controladas. 2) Identificar morfológica y molecularmente aislamientos del

género Umbelopsis y evaluar su capacidad de sintetizar enzimas y/o compuestos relacionados con el

metabolismo lipídico. 3) Analizar la actividad lipasa de cepas del género Ophiostoma asociadas a

especies  forestales  del  bosque  andino  patagónico  y  evaluar  su  capacidad  para  transformar

compuestos  extraíbles de la madera de Nothofagus.

En el primer objetivo específico, se aislaron e identificaron hongos presentes en el vástago

de  plantines  de  N.  dombeyi bajo  4  diferentes  condiciones:  a)  con  deficiencia  de  riego  (bajo

contenido  de  humedad  del  suelo),  b)  con  inoculación  del  patógeno  H.  decorticans,  c)  con
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deficiencia de riego e inoculado con el patógeno, y d) tratamiento control en condiciones normales

(sin limitación de agua y sin patógeno). Se obtuvieron 92 aislamientos, de los cuales 86 pudieron

ser identificados a través de su morfología y por el análisis molecular. El 93 % correspondió a

representantes del grupo de Ascomycota, 5% a representantes de Basidiomycota y el 2% restante a

Mucoromycota, específicamente Umbelopsis vinacea. Sin embargo, no se pudo definir una relación

entre la frecuencia y el rol ecológico de los hongos aislados y los estreses impuestos en el ensayo,

siendo la  morfología  de  las  plantas  influenciada  por  el  efecto  de  los  tratamientos  y no  por  la

diversidad de hongos presentes en cada uno de los tratamientos. Posteriormente se enfrentaron in

vitro estos aislamientos contra  H. decorticans resultando aislamientos de las especies  Alternaria

alternata, Fusarium oxysporum, F. redolens y Pestalotiopsis biciliata inhibidores del crecimiento de

este patógeno. Además, se evaluó la capacidad de crecimiento de estos aislamientos en medios con

potencial osmótico desfavorable. Los aislamientos de H. decorticans y P. biciliata fueron los más

afectados, mientras que los aislamientos de las especies F. oxysporum y F. redolens resultaron más

resistentes.  Por  otro  lado,  en  ensayos  de  inhibición  de  crecimiento  de  H.  decorticans en

sobrenadantes de cultivo de los aislamientos seleccionados se observó una inhibición significativa

del crecimiento del patógeno con el sobrenadante de P. biciliata.

Con  respecto  a  las  actividades  del  objetivo  2,  se  analizó  la  actividad  metabólica  de

aislamientos de los bosques andino patagónicos pertenecientes al género Umbelopsis para la síntesis

de lípidos y de la actividad lipasa. Los resultados mostraron que los aislamientos pertenecientes al

complejo  Umbelopsis  ramanniana,  particularmente  CIEFAPcc  686  y  LPSc  521,  tienen  un

comportamiento diferencial en términos de sintetizar enzimas con actividad lipolítica. Dado que

LPSc 521 fue aislado de Tierra del Fuego, la región más fría de Argentina, su incapacidad para

sintetizar  lipasas  en Tween 20 y su capacidad para  producir  bajos  niveles  de lípidos  saturados

pueden estar  relacionadas  con la  temperatura  a  la  que  crece  el  hongo en  su  hábitat  natural,  y

también la actividad de sus enzimas.

El objetivo 3 de análisis de la actividad lipolítica extracelular de aislamientos patagónicos

del género Ophiostoma involucró actividades de screening de actividad en medio sólido, con Tween

20 y Tween 80 como sustratos, y en medio líquido, detectando la actividad espetrofotométricamente

utilizando dos  sustratos:  1,2-O-dilauril-racglicerol-3-glutárico-(6’-metilresorufina)-éster, utilizado

en laboratorios  clínicos  para  detectar  la  actividad  de  lipasa  pancreática,  y  p-nitrofenilpalmitato

ampliamente utilizado para detectar actividad en ensayos biológicos en general. Se demostró el

potencial de aislamientos nativos de la Patagonia, como Ophiostoma grandicarpum, O. nothofagi y

O. patagonicum, como productores de estas enzimas, junto con O. piliferum que es cosmopolita y

ampliamente utilizado en la  industria como productor de este  tipo de enzimas.  En términos de
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estabilidad enzimática, se observó que las lipasas de los aislamientos estudiados son más estables a

temperaturas más bajas, lo cual es una característica importante para su aplicación industrial en

condiciones variadas. Finalmente, el análisis de los extractivos de la madera reveló cambios en la

composición de ácidos grasos, sugiriendo la capacidad de las lipasas de Ophiostoma para degradar

lípidos presentes en la madera de Nothofagus. 

Este estudio demuestra el potencial biotecnológico de los hongos de los bosques andino

patagónicos en diversas aplicaciones, como el control biológico de patógenos, la síntesis de lípidos

y la producción de enzimas lipolíticas. Los resultados obtenidos destacan la capacidad de ciertos

hongos, como Alternaria alternata, Fusarium oxysporum y Pestalotiopsis biciliata, para inhibir el

crecimiento  de  Huntiella  decorticans,  un  patógeno  forestal  endémico  de  los  bosques  andino

patagónicos.  Además,  los  aislamientos  LPSc  de  Umbelopsis  ramanniana  y  CIEFAPcc  475  de

Ophiostoma piliferum mostraron ser prometedores en la síntesis de lípidos y en la producción de

lipasas respectivamente. La estabilidad de estas enzimas a bajas temperaturas es particularmente

relevante para procesos industriales en condiciones controladas, lo que refuerza el interés por seguir

investigando  los  hongos  nativos  de  estos  ecosistemas  únicos  para  futuras  aplicaciones

biotecnológicas y de sostenibilidad ambiental.

Palabras  clave:  Umbelopsis, Ophiostoma,  lípidos  fúngicos,  lipasas  fúngicas,  ácidos  grasos,

Huntiella decorticans, extractivos de la madera, potencial osmótico.
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ABSTRACT
Fungi  have  an  important  role  to  play  in  the  major  global  challenges  of  sustainable

development,  being  potential  tools  for  improving  resource  efficiency,  in  the  biodegradation  of

waste, in the promotion and protection of agricultural crops and as a source of renewable substitutes

for fossil resource products. There is an important group of fungi that exhibit antagonistic effects

with other micro-organisms and this action can be exploited to biologically control pathogens and

pests.  Others have the ability  to  accumulate  significant  amounts of lipids,  mainly triglycerides,

which groups them within the oleaginous microorganisms. Also, wood-associated fungi, including

phytopathogens,  are known for their  ability to synthesize enzymes related to plant degradation,

including  hydrolytic  proteins  such  as  lipases.  The  numerous  industrial  applications  of  these

organisms and their metabolism in disease control, biofuels, food additives in taste modification,

synthesis of esters with important antioxidant activity, hydrolysis of fats for detergent manufacture,

wastewater treatment,  etc. have stimulated interest  in the isolation and characterization of fungi

from different environments. In this context, the Andean-Patagonian forests constitute one of the

world's  last  reserves  of  temperate  forests  with  little  anthropogenic  disturbance  and  valuable

biodiversity, with great potential as a source of new organisms for biotechnological developments.

In  this  framework,  the  general  objective  of  this  work  was  to  analyze  the  fungi  inhabiting  the

Andean-Patagonian forests and some of their roles related to plant growth and lipase production and

lipid  synthesis.  The  specific  objectives  were  developed  in  3  main  axes:  1)  To  isolate  and

taxonomically identify fungi associated with Nothofagus dombeyi wood and evaluate the ability of

selected  isolates  to  inhibit  specific  pathogens  such  as  Huntiella  decorticans,  to  promote  the

biological  activity of  N. dombeyi  and to infer the fungal  mechanisms involved in assays under

controlled  conditions.  2)  To  morphologically  and  molecularly  identify  isolates  of  the  genus

Umbelopsis  and evaluate  their  ability  to  synthesise enzymes and/or  compounds related to  lipid

metabolism. 3) To analyse the lipase activity of strains of the genus  Ophiostoma associated with

forest  species  from  the  Patagonian  Andean  forest  and  to  evaluate  their  capacity  to  transform

extractable compounds from Nothofagus wood.

In  the  first  specific  objective,  fungi  present  on  the  stem of  N.  dombeyi seedlings  were

isolated and identified under 4 different conditions: a) with irrigation deficiency (low soil moisture

content),  b)  with  inoculation  of  the  pathogen  H. decorticans,  c)  with irrigation  deficiency and

inoculated with the pathogen,  and d) control  treatment  under normal  conditions  (without  water

limitation  and  without  pathogen).  Ninety-two  isolates  were  obtained,  of  which  86  could  be
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identified  through  morphology  and  molecular  analysis.  Ninety-three  percent  corresponded  to

representatives  of  the  Ascomycota  group,  5%  to  representatives  of  Basidiomycota  and  the

remaining 2% to Mucoromycota, specifically Umbelopsis vinacea. However, it was not possible to

define a relationship between the frequency and ecological role of the isolated fungi and the stresses

imposed in the trial, the morphology of the plants being influenced by the effect of the treatments

and not by the diversity of fungi present in each of the treatments. Subsequently, these isolates were

tested  in  vitro against  H.  decorticans,  resulting  in  isolates  of  Alternaria  alternata,  Fusarium

oxysporum,  F. redolens and Pestalotiopsis biciliata species inhibiting the growth of this pathogen.

In addition, the ability of these isolates to grow on media with unfavourable osmotic potential was

evaluated. Isolates of  H. decorticans and  P. biciliata were the most affected, while isolates of  F.

oxysporum and F. redolens species were more resistant. On the other hand, in growth inhibition

assays of H. decorticans in culture supernatants of the selected isolates, a significant inhibition of

pathogen growth was observed with the supernatant of P. biciliata.

With  regard  to  the  activities  of  objective  2,  the  metabolic  activity  of  isolates  from the

Andean-Patagonian forests belonging to the genus Umbelopsis was analyzed for lipid synthesis and

lipase activity. The results showed that isolates belonging to the Umbelopsis ramanniana complex,

particularly CIEFAPcc 686 and LPSc 521, have a differential behaviour in terms of synthesizing

enzymes with lipolytic activity. Since LPSc 521 was isolated from Tierra del Fuego, the coldest

region of Argentina, its inability to synthesise lipases in Tween 20 and its ability to produce low

levels of saturated lipids may be related to the temperature at which the fungus grows in its natural

habitat, and also the activity of its enzymes.

The objective 3 analysis of the extracellular lipolytic activity of Patagonian isolates of the

genus Ophiostoma involved screening activities in solid medium, with Tween 20 and Tween 80 as

substrates, and in liquid medium, detecting the activity spetrophotometrically using two substrates:

1,2-O-dilauryl-racglycerol-3-glutaric-(6'-methylresorufin)-ester,  used  in  clinical  laboratories  to

detect pancreatic lipase activity, and p-nitrophenylpalmitate widely used to detect activity in general

biological assays. The potential of native Patagonian isolates, such as Ophiostoma grandicarpum,

O. nothofagi and O. patagonicum, as producers of these enzymes was demonstrated, together with

O. piliferum which is cosmopolitan and widely used in industry as a producer of these enzymes. In

terms of enzyme stability, it was observed that the lipases of the isolates studied are more stable at

lower temperatures, which is an important characteristic for their industrial application in varied

conditions.  Finally,  analysis  of  wood  extractives  revealed  changes  in  fatty  acid  composition,

suggesting the ability of Ophiostoma lipases to degrade lipids present in Nothofagus wood. 
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This study demonstrates the biotechnological potential  of fungi from Andean-Patagonian

forests in various applications, such as biological control of pathogens, lipid synthesis and lipolytic

enzyme production. The results obtained highlight the ability of certain fungi, such as  Alternaria

alternata,  Fusarium oxysporum and Pestalotiopsis  biciliata,  to  inhibit  the  growth of Huntiella

decorticans, a forest pathogen endemic to Andean-Patagonian forests. In addition, LPSc isolates

from Umbelopsis ramanniana and CIEFAPcc 475 from Ophiostoma piliferum showed promise in

lipid  synthesis  and  lipase  production,  respectively.  The  stability  of  these  enzymes  at  low

temperatures  is  particularly  relevant  for  industrial  processes  under  controlled  conditions,  which

reinforces  the  interest  to  further  investigate  fungi  native  to  these  unique  ecosystems for  future

biotechnological and environmental sustainability applications.

Key  words: Umbelopsis,  Ophiostoma,  fungal  lipids,  fungal  lipases,  fatty  acids,  Huntiella

decorticans, wood extractives, osmotic potential.
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INTRODUCCIÓN

Hongos habitantes de la madera

Los hongos son organismos eucariotas de gran relevancia en la investigación y desarrollo de

metabolitos  y  enzimas  con  aplicaciones  clínicas  e  industriales.  En  particular,  los  hongos  que

colonizan la madera se destacan significativamente por su capacidad para desarrollarse tanto en

madera viva como muerta (Ottosson, 2013). Estos hongos desempeñan funciones cruciales en los

ecosistemas, actuando por ejemplo como descomponedores principales de la materia orgánica. Al

descomponer la madera, facilitan el reciclaje de nutrientes esenciales, promoviendo la fertilidad del

suelo y la sostenibilidad de los ecosistemas forestales (Rayner & Boddy, 1988, Eastwood et al.

2011,  Lindahl  & Tunlid,  2015).   Además  de su  papel  en  el  ecosistema,  son  conocidos  por  su

capacidad de producir una variedad de compuestos bioactivos, entre las cuales se incluyen  enzimas

como las celulasas y ligninasas, que tienen aplicaciones industriales en la bioconversión de biomasa

y en la producción de biocombustibles (Bhat et al. 2000, Gupta et al. 2016, Bhatt et al. 2022). Los

metabolitos  y enzimas con propiedades antibióticas,  antifúngicas  y antioxidantes tienen un alto

valor en diversos sectores industriales, como la producción de biocombustibles, la biorremediación,

y la industria farmacéutica (Kirk & Farrel,  1987, Kusari et al. 2012, Singh et al. 2016, Joubert &

Doty 2018). Los hongos asociados a la madera más estudiados son los patógenos y los formadores

de micorrizas, no así los endófitos (Ottosson 2013). Estos últimos son un grupo ecológico diverso y

polifilético que se encuentran en diferentes órganos de las plantas, desde los ecosistemas naturales

hasta en los campos agrícolas (Arnold et al. 2003, Rodriguez et al. 2009, Kusari et al. 2013), y se

definen como "organismos que en algún momento de su vida habitan en alguno de los órganos de la

planta sin causar daño aparente al hospedante” (Petrini, 1991). Ampliando esta definición, se ha

demostrado que la comunidad endofítica puede cumplir roles fundamentales en el funcionamiento

de  las  plantas  e  influir  en  su  aptitud  a  tal  punto  de  ser  indispensables  para  el  desarrollo  del

hospedador (Harrison & Griffin, 2020), pudiendo actuar como antagonistas contra los patógenos del

hospedador  (Nair  &  Padmavathy,  2014)  y,  cuando  el  árbol  muere,  actuar  como  saprobios  y

aprovechar  el  material  previamente  colonizado  (Korkama-Rajala  et  al.  2008).  En  ciertas

condiciones, en cambio, pueden convertirse en patógenos y causar daños al hospedante  (Hyde &

Soytong, 2008, Ragazzi et al. 2003, Rodriguez & Redman 2008, Kusari et al. 2012). 

El impacto de los hongos endófitos en los ecosistemas forestales, en comparación con el de

hongos  patógenos  y  simbiontes  micorrízicos,  es  relativamente  desconocido.  La  hipótesis  del
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"antagonismo equilibrado" (Schulz et al. 1999, Schulz & Boyle 2005) plantea que la colonización

asintomática de un endófito en su huésped se debe a un delicado equilibrio entre los factores de

virulencia del hongo y los mecanismos de defensa de la planta. Este equilibrio puede mantenerse

mientras ninguno predomine, evitando así que el hongo cause enfermedad. Sin embargo, factores

ambientales  o  intrínsecos  pueden  desestabilizar  esta  relación,  transformando  al  endófito  en  un

patógeno o causando su eliminación por las defensas de la planta (Fig 1) (Kusari et al. 2012). En

determinadas circunstancias, pueden proteger a su planta hospedadora del ataque de patógenos, ya

sea de manera directa o indirecta, mediante la generación de un amplio espectro de metabolitos y

otras  moléculas.  Estas  sustancias  presentan  actividades  antifúngicas,  antivirales,  insecticidas  y

promotoras del crecimiento vegetal, entre otras (Schulz et al. 2002, Gunatilaka, 2006, Kusari et al.

2012). Un ejemplo, son los representantes del género  Umbelopsis.  Numerosos estudios reportan

síntesis de metabolitos (Papanikolaou et al. 2007, Peng et al. 2011, Ruan et al. 2012, Huang et al.

2015, Khan et al. 2017, Kotogan et al. 2018), y su acción en la promoción del crecimiento vegetal a

través  de mecanismos  directos  y/o  indirectos  (Li et  al. 2018,  Zhao et  al.  2021),  incluyendo la

activación  de  mecanismos  en  el  hospedador  tales  como  la  producción  o  modificación  de

metabolitos específicos de la planta (Qin et al. 2018). 

Fig 1. Esquema de la interacción entre las plantas hospedadoras y los habitantes de la madera. Esta

relación  es  una  relación  sinérgica  hongo-planta  en  donde  factores  ambientales  afectan  el

comportamiento  que  podrían  tener  entre  sí.  Los  balances  que  se  dan  entre  la  planta  con  su
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mecanismo de defensa frente a los patógenos y al considerar a los endófitos como parte de este

mecanismo. A su vez, la planta y el endófito tienen restringida la capacidad de atacarse entre ellos

mismos. Extraído de Kusari et al. (2012)

La gran riqueza natural de Argentina se sustenta en gran parte en su recurso forestal nativo,

el que con más de 30 millones de hectáreas, presenta una importante diversidad biológica, en su

mayoría endémica (Sanmartín et al. 2004, Tedersoo et al. 2014). Dentro de este marco, los bosques

andino patagónicos (Fig 2) constituyen una de las últimas reservas mundiales de bosques templados

con  poca  alteración  antrópica  y  valiosa  diversidad  vegetal  y  animal,  con  una  extensión  de

aproximadamente 3 millones de hectáreas (CIEFAP - MADyS, 2016). De los géneros presentes sólo

20 son arbóreos,  y  el  90  por  ciento  de  la  superficie  ocupada por  éstos  corresponde al  género

Nothofagus o “falsas hayas del sur” (CIEFAP - MADyS, 2016). Estudios previos realizados por el

Área de Fitopatología y Microbiología Aplicada de CIEFAP en los bosques de  Nothofagus, han

permitido  obtener  una  colección  importante  de  hongos  patógenos  forestales  como  también  de

especies endofíticas, degradadores (habitantes comunes de la madera)  asociados a fuste y raíz (Fig

3),  y  otros  con potenciales  roles  ecológicos  a  analizar  como por  ejemplo  el  de promotores  de

crecimiento y biocontroladores (Butt et al. 2001, Rajchenberg 2006, Pildain et al. 2009, de Errasti

et al. 2015; Olivera et al. 2016, Molina et al. 2020). 

Fig 2. Referencia sobre los bosques andino patagónicos.
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Fig  3.  A)  Bosque  de  Nothofagus  dombeyi.  Representantes  de  hongos  con  diferentes  roles

ecológicos: B)  Ramaria patagónica (micorrizico), C)  Cyttaria harioti (parasítico),  D)  Pleurotus

ostreatus (degradador), E) Huntiella decorticans (patógeno). 

Existe un grupo importante de hongos y bacterias que presentan efectos antagónicos con

otros  microorganismos  y  esta  acción  puede  ser  aprovechada  para  controlar  biológicamente  a

patógenos y plagas. Se han descrito varios mecanismos de acción de los antagonistas para controlar

el  desarrollo  de  patógenos  entre  los  que  se  encuentran  antibiosis,  competencia  por  espacio  o

nutrientes, interacciones directas con el patógeno (micoparasitismo y lisis enzimática) e inducción

de resistencia  (Adeleke et  al.  2022,  Lalremruati  et  al.  2024).  Esto puede ser una alternativa al

control de microorganismos que generan enfermedades a las plantas, que tradicionalmente se ha

realizado con productos químicos, mitigando así la generación de estos compuestos que aceleran el

calentamiento global y ocasionan disturbios en los ecosistemas (Fravel, 2005). Si los cultivos son

afectados por patógenos, si se necesitan biofertilizantes eco-compatibles para aumentar y mejorar la

productividad vegetal,  o si  se requieren nuevas enzimas y metabolitos útiles para las industrias

agroforestal,  de  salud  y  alimentaria,  es  fundamental  desarrollar  líneas  de  investigación  que

satisfagan estas necesidades (Savary et al. 2019, Devi et al. 2020).

 En  este  marco,  los  proyectos  de  investigación  interdisciplinarios  y  con  un  fuerte

componente de integración entre investigación y transferencia pueden contribuir significativamente

a  este  modelo  (Bruce  et  al.  2004).  Las  complejas  redes  creadas  por  microorganismos  y  la

bioprospección son temas de investigación muy importantes en la actualidad, dada la potencialidad
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como fuente de diversidad para desarrollos biotecnológicos a partir de organismos o procesos y

mecanismos que llevan adelante. Estos criterios, sumados a la innovación tecnológica y agregado

de valor de los recursos regionales, se adecúan a una estrategia bioeconómica de desarrollo mientras

que impulsan acciones para adelantarse a situaciones de cambio climático que obliga a encontrar

nuevas alternativas a una velocidad como nunca antes (Allen et al. 2010, Trabelsi & Mhandi, 2013)

Producción  de  compuestos  específicos:  Lípidos  y
Lipasas

Producción de lípidos

Diferentes microorganismos tienen la capacidad de acumular cantidades significativas de

lípidos, principalmente triglicéridos, bajo ciertas condiciones de cultivo (Ratledge 2004, Santek et

al. 2018). Por esta capacidad se los conoce como microorganismos oleaginosos y pueden ser algas,

bacterias  y  hongos (Chatzifragkou et  al.  2011, Santek et  al.  2018).  Estos organismos producen

diferentes tipos de contenido lipídico, como se muestra en la tabla 1, datos extraídos y modificados

de  Meng et  al.  (2009).  Dependiendo del  perfil  de  ácidos  grasos,  estos  organismos  pueden  ser

utilizados como materia prima para la producción de biodiesel o para productos nutracéuticos, entre

otros usos (Patel et al. 2020). Por ejemplo, los ácidos grasos de cadena ramificada y los ácidos

grasos hidroxilados se encuentran en los lípidos bacterianos (Ratledge, 1994, Subramanian et al.

2010). Mientras que los lípidos de algas exhiben una proporción excepcionalmente alta de ácidos

grasos  poliinsaturados (PUFA por sus  siglas en inglés) asociados con lípidos  polares  (Radwan,

1991). Los ácidos grasos de los hongos son similares a los de los aceites vegetales, predominando

los ácidos oleico, palmítico, linoleico y esteárico, con los ácidos grasos de cadena corta (C10-C14),

PUFA y ácidos  grasos  hidroxilados  (Ratledge,  1994).  El  género  Umbelopsis ha  sido objeto  de

numerosos estudios debido a su eficiencia en la acumulación de lípidos bajo condiciones de cultivo

específicas.  Por  ejemplo, Umbelopsis  isabellina  se  utiliza  frecuentemente  como  modelo  en

investigaciones  sobre  la  acumulación  de  lípidos,  ya  que  puede  convertir  diversos  sustratos  en

aceites de manera muy eficiente (Papanikolaou & Aggelis 2019, Dzurendova et al. 2020, Zhao et al.

2021). La producción de biocombustibles a partir de estos hongos ofrece una alternativa sostenible

a  los  combustibles  fósiles,  aprovechando  residuos  orgánicos  y  subproductos  industriales  como

sustratos de cultivo (Langseter et al. 2021)

Tabla 1. Ejemplo de contenidos  lipídicos  en diferentes  tipos  de microorganismos (Meng et  al.

2009).

17



Microorganismo
Contenido (%

peso seco)
Microorganismo

Contenido (%
peso seco)

Microalgas Levaduras
  Botryococcus braunii 25-75   Candida curvata 58
  Cylindrotheca sp. 16-37   Cryptococcus albidus 65
  Nitzschia sp. 45-47   Lipomyces starkeyi 64
  Schizochytrium sp. 50-77   Rhodotarula glutinis 72
Bacterias Hongos filamentosos
  Arthrobacter sp. > 40   Aspergillus oryzae 57
  Acinetobacter calcoaceticus 27-38   Mortierella isabellina * 86
  Rhodococcus opacus 24-25   Humicola lanuginosa 75
  Bacillus alcalophilus 18-24   Mortierella vinacea * 66

* Actualmente estos organismos pertenecen al género Umbelopsis, renombrados como Umbelopsis

isabellina y Umbelopsis vinacea.

Como es  bien  sabido,  la  acumulación de  lípidos  en  la  biomasa  fúngica  depende de las

condiciones de cultivo,  incluidos los valores de pH y temperatura,  así como de la naturaleza y

concentración de las fuentes de carbono y nitrógeno (Ochsenreither et al. 2016). Según Murphy

(1991), tener una cantidad de lípidos totales superior al 39% de contenido de micelio seco (más del

25% p/p) permite que un aislamiento fúngico se califique como oleaginoso.  El ciclo de vida de los

microorganismos oleaginosos que crecen en medios de alta relación carbono/nitrógeno (C/N) se

caracteriza por tres fases fisiológicas distintas: la fase de crecimiento, la fase de lipogénesis y la

fase  de  renovación  de  lípidos  de  reserva  (Fig  4)  (Akpinar-Bayizit,  2014).  Durante  la  fase  de

crecimiento, en la que todos los nutrientes se encuentran en exceso en el entorno de crecimiento, los

microorganismos oleaginosos convierten la fuente de carbono en masa celular, rica en proteínas y

polisacáridos, mientras que se van sintetizando cantidades restringidas de lípidos, principalmente

lípidos  polares  como fosfolípidos  y glicolípidos que son esenciales  para la  construcción de las

membranas celulares. Después de la fase de crecimiento, se produce una acumulación de lípidos de

novo durante la fase de lipogénesis. El exceso de carbono y el agotamiento de al menos un nutriente

esencial,  generalmente  nitrógeno  (pero  también  sulfato,  fosfato  o  magnesio),  en  el  medio  de

crecimiento son necesarios para desencadenar el inicio de la fase oleaginosa. En condiciones de

limitación  de  nitrógeno,  la  proliferación  celular  se  interrumpe,  pero  las  células  oleaginosas

continúan asimilando la fuente de carbono produciendo lípidos de almacenamiento, principalmente

triglicéridos.  La  alta  tasa  de  absorción  de  la  fuente  de  carbono da  como resultado  una  mayor

relación C/N en las células, que es un factor importante relacionado con la lipogénesis (Ratledge

2004, Akpinar-Bayizit 2014)
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Fig 4. Esquema de las 3 fases fisiológicas de los hongos oleaginosos. Extraído y modificado de

Akpinar-Bayizit,  (2014) 

Aunque se sugiere que la producción de lípidos celulares por hongos oleaginosos es valiosa

para diferentes procesos biotecnológicos, como la industria del biodiesel, los procesos industriales

todavía se limitan a la producción únicamente de aceites de ácidos grasos poliinsaturados de alto

valor,  como  los  ácidos  γ linoleico  y  araquidónico.  (Dzurendova  et  al.  2020).  En  un  análisis

tecnoeconómico de la producción de biodiesel a partir de lípidos microbianos, se encontró que la

glucosa utilizada como fuente de carbono podría  representar  el  80% del  costo (Koutinas et  al.

2014). Las fuentes de carbono de bajo costo, como los residuos agrícolas y forestales, podrían ser

una alternativa sostenible a la glucosa (Gardeli et al.  2017; Economou et al.  2011; Zheng et al.

2012; Patel et al. 2016). Esto es importante por que la determinación de parámetros de crecimiento

óptimos para la máxima producción de lípidos y la diferenciación de ácidos grasos en diferentes

condiciones  podría  ser  clave  para  obtener  mejores  rendimientos  utilizando  como  sustrato  los

mismos componentes de los cuales fueron aislados los hongos (Jin et al. 2014, Valdés et al. 2020)

Producción de lipasas

Diferentes hongos asociados a la madera, incluyendo fitopatógenos, son conocidos por su

capacidad para sintetizar diferentes enzimas relacionadas con la degradación  vegetal, incluyendo

proteínas  oxidativas e hidrolíticas como celulasas y lipasas (Félix  et  al. 2018).  Las  lipasas son

enzimas que hidrolizan los acilgliceroles en ácidos grasos y glicerol y participan en reacciones de

esterificación  y  transesterificación  (Fig  3).  En  general,  son  triacilglicerol  acil  hidrolasas  (EC

3.1.1.3), con amplia especificidad de sustrato que catalizan la degradación de los triglicéridos en

diglicéridos,  monoglicéridos,  ácidos  grasos  y glicerol  (Beisson  et  al. 2000,  Joseph  et  al. 2008,

Kanmani et al. 2015) (Fig 5). Las numerosas aplicaciones industriales de estas enzimas (ej. aditivos
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alimentarios  en  la  modificación  del  sabor,  síntesis  de  ésteres  con  una  importante  actividad

antioxidante, hidrólisis de grasas para la fabricación de detergentes, tratamiento de aguas residuales,

etc.)  han  estimulado  el  interés  en  el  aislamiento  de  nuevas  lipasas  a  partir  de  fuentes

microbiológicas  y  se  han  concentrado  grandes  esfuerzos  para  mejorar  el  rendimiento  en

aplicaciones industriales. 

Fig  5.  Reacciones  catalizadas  por  lipasas.  De  arriba  hacia  abajo,  hidrólisis  y  esterificación,

reacciones de transesterificación: acidólisis, alcoholisis e interesterificación.

Las  razones  del  enorme  potencial  biotecnológico  de  las  lipasas  son:  su  estabilidad  en

disolventes orgánicos, no requerir cofactores, poseer una amplia especificidad de sustrato y exhibir

una alta enantioselectividad (Mehta et al. 2017). De hecho, son las enzimas microbianas más usadas

en química orgánica en reacciones de síntesis y el tercer grupo de proteínas más comercializado,

tras  las  proteasas  y  carbohidrolasas  (Reetz  2002,  Brahmachari,  2023  ).  Cerca  del  75% de  las

enzimas son comercializadas por tres grandes compañías: Novozymes, Dupont (Danisco) y Roche

(Li et al. 2012). Las enzimas fúngicas son de naturaleza extracelular y se pueden extraer fácilmente,

20



lo que reduce significativamente los costos y hace que esta fuente sea preferible a las bacterias.

Debido  a  estas  características,  estas  hidrolasas  se  han  utilizado  en  muchos  campos,  como  la

tecnología de alimentos, la industria de detergentes, las ciencias biomédicas y químicas, la síntesis

de compuestos ópticamente activos y la modificación de lípidos (Gupta et al. 2016). 

Los  hongos  Ofiostomatoides  (grupo  con  morfología,  historia  taxonómica  y  ecológica

similares) son un grupo polifilético con morfología convergente, que reflejan su adaptación a la

dispersión por artrópodos (De Beer et al. 2016). El orden Ophiostomatales incluye siete linajes bien

sustentados, representados por los siguientes géneros: Aureovirgo, Ceratocystiopsis, Fragosphaeria,

Graphilbum,  Hawksworthiomyces,  Raffaelea  s.  estricto y Sporothrix.  Dos  grupos  principales

adicionales,  para los  cuales  la  monofilia  no está  bien  respaldada,  son Leptographium s.  lato y

Ophiostoma s. lato (Jankowiak et al. 2019). El género  Ophiostoma  incluye especies asociadas a

plantas con diversos grados de patogenicidad (Six & Wingfield 2011, de Errasti, 2016). La mayoría

de  los  representantes  de  este  género  se  consideran  no patógenos,  especialmente  en  su  área  de

distribución endémica, donde han coevolucionado con sus especies de árboles hospedantes, y son

los principales responsables de causar manchas azules en la albura recién expuesta (Wingfield et al.

2017). Estas manchas se generan por la coloración de las hifas que penetran profundamente en la

madera recién cortada, pudiendo ser estas gris azuladas, ocasionalmente negras, verdes, violetas o

rosadas y más raramente marrones (Fig 6) ( Yagodnik, 1997).

Fig 6. Mancha en rodal de Pinus ponderosa (izquierda) y Nothofagus dombeyi (de Errasti 2016)

Los  hongos  del  género  Ophiostoma no  adquieren  nutrientes  a  partir  de  componentes

estructurales  de  madera,  como son la  celulosa,  la  hemicelulosa  y  la lignina,  que  normalmente

representan más del 90% del peso seco de la madera, sino que los obtienen de los compuestos  no
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estructurales.  Estos compuestos  de la madera se encuentran en el  citoplasma de las células del

parénquima,  la  luz de las traqueidas y los vasos,  y en algunas  estructuras  especiales  como los

canales  resiníferos.  Se  pueden  clasificar  además  en  dos  grupos:  a)  sustancias  hidrófilas,  como

proteínas, aminoácidos, almidón, azúcares solubles y minerales, y b) sustancias lipófilas que son los

llamados extractivos de la madera, resina o brea. La mayoría de la madera contiene del 2% al 6% de

extractos de madera, que incluyen una variedad de lípidos, como glicéridos, ácidos grasos, ácidos

resínicos, esteroles, ésteres de esteroles y ceras. En este ámbito se encuentra el Cartapip™, una cepa

albina de Ophiostoma piliferum, que consigue reducir en un 40% el contenido de la fracción lipídica

en madera de pino (Farrell et al. 1993). El Cartapip™ es efectivo en pastas mecánicas de maderas

de gimnospermas con alto contenido en triglicéridos, pero no lo es para la degradación de esteroles

libres  y  esterificados,  que  son  los  lípidos  mayoritarios  en  otras  maderas,  como  el  eucalipto

(Gutiérrez et al. 1999). También se han descrito otras enzimas para la degradación de ésteres de

esteroles, como la esterol esterasa aislada del hongo ascomiceto Ophiostoma piceae, que es capaz

de hidrolizar  simultáneamente tanto los ésteres de esteroles como los triglicéridos en pastas  de

celulosa (Calero-Rueda et al. 2004). 

En  este  contexto,  y  sobre  la  base  que  estudios  previos  han  permitido  conocer  la

biodiversidad fúngica en bosques de N. dombeyi y N. pumilio (Rajchenberg 2006, Rajchenberg et

al. 2015, Pildain et al. 2009, Pildain et al. 2010), la bioprospección de hongos con diferentes roles

que pueden ser  de  utilidad en  el  desarrollo  de estrategias  sustentables  es  un tópico de vigente

interés,  a fin de lograr la conservación y protección de recursos naturales,  a la  vez de generar

alternativas  eco  amigables  de  producción  vegetal,  control  de  fitopatógenos  y  la  producción de

biodiesel de tercera generación (Keswani et al. 2014, Sharma et al. 2016, Hyde et al. 2019, Shah et

al. 2020). 
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OBJETIVO GENERAL
-  Analizar  los  hongos  habitantes  de  los  bosques  andino  patagónicos  y  algunos  de  sus  roles

relacionados con el crecimiento vegetal y la producción de lipasas y la síntesis de lípidos.

Objetivos específicos
1. Aislar e identificar taxonómicamente hongos asociados a la madera de N. dombeyi y evaluar la

capacidad de aislamientos seleccionados para inhibir agentes patógenos específicos como Huntiella

decorticans,  promover  la  actividad biológica  de  N.  dombeyi e  inferir  los  mecanismos  fúngicos

involucrados en estos procesos en ensayos bajo condiciones controladas. 

2.  Identificar  morfológica  y  molecularmente  aislamientos  del  género  Umbelopsis y  evaluar  su

capacidad de sintetizar enzimas y/o sustratos relacionados con el metabolismo lipídico

3. Analizar la actividad lipasa de cepas del género Ophiostoma asociadas a especies forestales del

bosque  andino patagónico  y  evaluar  su  capacidad para  transformar  extraíbles  de  la  madera  de

Nothofagus y liberar ácidos grasos específicos
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CAPÍTULO 1

Hongos habitantes de la madera de Nothofagus dombeyi

Introducción

Existe una diversidad compleja y aún poco conocida de microorganismos asociados a las

plantas que impactan su estado físico, salud y nutrición de manera tanto positiva como negativa a

través de dinámicas complejas (Kusari et al. 2012). Las plantas en la naturaleza están colonizadas

por una rica diversidad de microorganismos que forman comunidades microbianas, de los cuales se

sabe  que  muchos  miembros  promueven  su  crecimiento  y   salud  (Hacquard  et  al.  2017).  La

estructura de esta comunidad microbiana (diversidad de especies, riqueza y abundancia relativa) es

dinámica y está influenciada por factores abióticos y bióticos (Giordano et al. 2009, Molina et al.

2020).  Asimismo,  el  fenómeno  del  cambio  climático  global,  con  aumentos  de  temperatura  y

disminución  de  la  disponibilidad  de  agua,  desencadena  una  modificación  en  la  biodiversidad

potencialmente  nociva  para  la  planta,  que  puede  provocar  una  alteración  de  su  crecimiento  o

desarrollo. Las interrelaciones entre factores bióticos y abióticos hacen que la decadencia de los

bosques sea un fenómeno complejo de estudiar  (Manion 2003).  De acuerdo a Schulz & Boyle

(2005), las interacciones hongo-planta huésped comprenden un equilibrio de antagonismo donde el

endófito  muestra  una  virulencia  controlada,  mientras  que  el  huésped  restringe  la  incitación  de

enfermedades  por  parte  del  endófito.  Durante  el  largo  período  de  coexistencia  y  procesos

evolutivos,  se  han  establecido  diferentes  relaciones  entre  los  hongos  endófitos  y  sus  plantas

hospedantes a través de una interacción hongo-hospedador particular reconocida como un continuo

de mutualismo, antagonismo, y neutralismo (Jia et al. 2016). En vista a esta asociación estrecha con

las plantas, es razonable esperar que los hongos endófitos contribuyan a la aptitud ecológica de sus

plantas hospedantes para responder al cambio climático. Existen numerosos estudios que indican

que las asociaciones y tasas de colonización de hongos endófitos son diferentes dependiendo del

tejido vegetal colonizado, variando entre la corteza, el tallo y las hojas (Kumar & Hike 2004, Durán

et al. 2005, Sun et al 2008), así como también del estado fenológico de la planta. Las plántulas, en

sus primeras etapas de desarrollo, son particularmente vulnerables a los cambios ambientales y a las

tensiones abióticas. La colonización por hongos endófitos en este estadio puede proporcionarles una

ventaja  significativa  al  mejorar  su  capacidad  para  tolerar  condiciones  adversas,  tales  como  la

sequía, el calor y la salinidad (Rodríguez et al. 2008, Ali et al. 2018). La diversidad de hongos
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endófitos  en  una  planta  puede  influir  en  la  magnitud  de  esta  tolerancia.  La  relación  entre  la

diversidad de hongos endófitos y la capacidad de las plántulas para enfrentar factores ambientales

adversos  puede  ser  entendida  como  un  mecanismo  de  co-adaptación  evolutiva  (Rodriguez  &

Redman 2008, Rodriguez et al. 2009). Los endófitos, a través de sus interacciones con las plantas,

modulan  diversas  respuestas  fisiológicas  y  bioquímicas  en  sus  hospedantes  (Mandyam  &

Jumpponen 2005).  La presencia de una mayor diversidad de endófitos puede traducirse en una

gama más amplia de respuestas adaptativas, permitiendo a las plántulas optimizar su crecimiento y

supervivencia bajo condiciones ambientales fluctuantes (Arnold & Lutzoni 2007). Toda la evidencia

muestra hoy que los hongos desempeñan importantes funciones beneficiosas en el desarrollo y la

fisiología de la planta huésped, incluida mayor tolerancia al estrés, mayor crecimiento de sus raíces

y el suministro de nutrientes y agua (Wani et al. 2015).

Entre los hongos endófitos asociados a diferentes tejidos de plantas leñosas se encuentran

representantes de la familia Ceratocystidaceae (Microascales, Sordariomycetes) que incluye muchos

patógenos importantes y agentes de mancha azul de la madera a nivel mundial (Wingfield et al.

1993;  Roux y Wingfield 2009; De Beer  et  al.  2016).  El  género  Huntiella,  perteneciente a  esta

familia,  incluye al  menos 20 especies  en una amplia  gama de huéspedes,  con una distribución

cosmopolita  (Van  Wyk  et  al.  2006,  De  Beer  et  al.  2016,  De  Errasti  et  al.  2015).  Huntiella

decorticans de  Errasti,  Z.W.  de  Beer  & Jol.  (Ceratocystidaceae)  es  un  patógeno endémico del

bosque andino patagónico que causa marchitez y pudrición en árboles sanos, produciendo lesiones

graves (cancros) en árboles de  Nothofagus  en Argentina (De Errasti et al. 2015). En la Fig 7 se

presenta la infección del patógeno en Nothogafus dombeyi.
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Fig 7. A la izquierda, plantín de Nothofagus dombeyi, y a la derecha, sección longitudinal del leño

con el síntoma (necrosis) causado por Huntiella decorticans.

Las  técnicas  de  biocontrol  emplean  mecanismos  que  interrumpen  ciertas  etapas  de  las

enfermedades o del ciclo de vida de los patógenos, intentando, en principio, evitar las infecciones; o

reducir  la colonización de los tejidos del huesped, disminuyendo la esporulación y limitando la

supervivencia del patógeno (Grondona et al. 1997, Vinale et al. 2008, Bautista-Rosales et al. 2013,

Martinez-Alvarez et al. 2015). El control biológico propone el uso de organismos antagonistas para

controlar microorganismos patógenos y reducir la carga de inoculo que promueva el desarrollo de

enfermedades (Stangarlin et al. 2011).

El  control  biológico  se  basa  en  la  capacidad  de  ciertos  organismos  para  inhibir  el

crecimiento  o  la  actividad  de  otros  mediante  diversos  mecanismos.  Uno  de  los  principales

mecanismos es el antagonismo, que inhibe a los organismos fitopatógenos mediante la secreción de

sustancias químicas que interrumpen el  ciclo de vida del microorganismo objetivo.  Además del

antagonismo, el  control biológico incluye otras estrategias,  como el micoparasitismo, donde los

organismos de control biológico atacan y parasitan directamente a los patógenos. Otra estrategia es

la  generación de enzimas  líticas  y/o  antibióticos,  que  degradan las  estructuras  celulares  de  los

patógenos,  impidiendo  su  proliferación.  La  estimulación  de  las  defensas  de  las  plantas  es  otra

táctica importante, ya que fortalece las barreras naturales del huésped contra los ataques patógenos.

Además, los agentes de biocontrol pueden competir eficazmente por recursos, limitando el acceso
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de los patógenos a los nutrientes esenciales y al espacio necesario para su crecimiento (De Silva et

al. 2019).

Como se  ha  mencionado,  la  importancia  de  los  hongos  asociados a  las  plantas  para  su

aptitud,  salud  y  nutrición  es  universalmente  reconocida  (Vandenkoornhuyse  et  al.  2015).  Sin

embargo,  el  cambio  climático  global,  caracterizado  por  el  aumento  de  las  temperaturas  y  la

consecuente evaporación,  está  afectando profundamente  los  ecosistemas,  generando un impacto

negativo  en  las  plantas  y  su  microbioma,  lo  que  resulta  en  alteraciones  significativas  en  su

crecimiento y desarrollo (Fontana et al. 2021). Uno de los problemas más críticos derivados de este

cambio es la sequía, ya que la disminución del contenido de agua en el suelo está afectando vastas

regiones del mundo, exacerbando la escasez hídrica (Le Houerou, 1996).  En este  contexto,  los

hongos endófitos han demostrado ser aliados fundamentales para mitigar los efectos adversos de la

sequía.  Estos  microorganismos pueden desencadenar  diversos  mecanismos de protección en las

plantas, ayudándolas a enfrentar desórdenes tanto bióticos como abióticos, incluidos los periodos

prolongados de sequía (Drigo et al. 2008). Entre los mecanismos que activan se incluyen la mejora

en  la  eficiencia  del  uso  del  agua,  la  regulación  del  crecimiento  de  raíces  y  la  producción  de

compuestos que incrementan la resistencia al estrés hídrico (Chadha et al. 2015). A pesar de sus

beneficios conocidos, el  cambio climático también puede afectar negativamente a estos hongos,

alterando  su  capacidad  para  colonizar  las  plantas  y  expresar  sus  propiedades  benéficas  en

condiciones extremas. La falta de agua y las temperaturas elevadas podrían reducir la eficacia de

estas interacciones, lo que representa un desafío adicional en la lucha contra los efectos del cambio

climático (Compant et al. 2009, Terhonen et al. 2019). Aún es necesario un mayor entendimiento

sobre  cómo  las  comunidades  microbianas  asociadas  a  las  plantas  son  influenciadas  directa  o

indirectamente por estas alteraciones ambientales, y cómo esto impacta en el rendimiento de las

plantas y en el funcionamiento general del ecosistema (Chadha et al. 2015).

Tomando como base un contexto de sequía y la influencia de patógenos, este capítulo tiene

como objetivo  caracterizar  los  hongos asociados  al  tejido  vascular  de plantines  de  Nothofagus

dombeyi bajo condiciones de deficiencia hídrica y en presencia de Huntiella decorticans y analizar

su capacidad para inhibir in vitro el crecimiento del patógeno.
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Materiales y métodos

Plantines de Nothofagus 

Se utilizaron 48 plantines  de  Nothofagus dombeyi  de 2 años de edad,  distribuidos en 4

tratamientos (Fig  8): 1) riego normal y sin patógeno (control), 2) con limitación de riego y sin

patógeno, 3) riego normal y con inoculación del patógeno Huntiella decorticans, 4) con limitación

de riego y con el patógeno Huntiella decorticans. Cada tratamiento estuvo compuesto por dos lotes

de 6 plantines distribuidos al azar. Las inoculaciones con Huntiella decorticans se realizaron a nivel

del tallo, entre el cuello de la raíz y las primeras ramas, previamente desinfectando superficialmente

la  zona de  inoculación  con alcohol  al  70%.  La corteza  se  abrió  con  un bisturí  esterilizado  al

flameado, exponiendo el  floema, y luego se insertó  en la herida generada,  el inóculo de medio

colonizado con micelio, en estrecho contacto con el floema. Se introdujo la corteza en su posición

original y se cubrió la zona inoculada con gasa húmeda estéril, papel de aluminio y cinta adhesiva.

Esta  actividad  se  realizó  en  colaboración  con  personal  del  área  de  Ecología  de  Ecosistemas

Terrestres del CIEFAP, siendo parte de los datos obtenidos reportados en Masera et al. (2023). En la

Tabla  2  se  presentan  los  datos  que  se  utilizaron como base  para  el  análisis  de  la  relación  del

crecimiento de los plantines en las diferentes condiciones con la diversidad fúngica obtenida en este

trabajo.

Tabla 2. Parámetros fisiológicos para cada uno de los tratamientos.  Se presenta el valor medio ±
desvío estándar.

altura del tallo
(h)

Largo de raíz
(lr)

Altura total
(Ht)

Diámetro del
tallo (dac)

Supervivencia
(sup)

Trat 1 60.99 ± 8.29 32.68 ± 7.62 b 93.68 ± 7.85 b 1.79 ± 0.70 b 100 b
Trat 2 56.07 ± 12.90 25.19 ± 4.63 a 81.26 ± 12.35 a 0.19 ± 0.30 a 66.67 ab
Trat 3 62.18 ± 11.34 31.58 ± 6.91 b 93.77 ± 15.99 b 2.02 ± 0.79 b 91.67 ab
Trat 4 53.90 ± 13.00 21.83 ± 4.61 a 75.73 ± 16.99 a -0.24 ± 0.50 a 0 a

Abreviaturas: Trat 1: Tratamiento 1 (riego normal y sin H. decorticnas); Trat 2: Tratamiento 2 (con

déficit hídrico y sin H. decorticans); Trat 3, Tratamiento 3 (riego normal y con H. decorticans); Trat

4: Tratamiento 4 (con déficit hídrico y con H. decorticans). 
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Fig 8. Esquema general de los plantines con los tratamientos bajo las diferentes condiciones.

Obtención de los aislamientos fúngicos. 

Una vez que se retiraron las plantines de los contenedores, se tomaron muestras de tejido

vascular de los plantines de 1 cm de largo, a una distancia de 5 cm por encima del cuello de la raíz

por planta de cada tratamiento. Las muestras de material vegetal se desinfectaron superficialmente

mediante inmersión en etanol al 96% (durante 1 min), en hipoclorito de sodio al 10% (3 min), en

etanol al 70% (durante 30 segundos) y finalmente en agua destilada estéril (1 min) para eliminar

posibles restos de los desinfectantes. Las muestras se colocaron en papel de filtro estéril, antes de

cortarlas en trozos pequeños para sembrarlas en agar papa glucosado (APG) o agar de extracto de

malta  (AEM).  Las  placas  se  colocaron  en  cámaras  de  crecimiento  en  oscuridad  a  25ºC  y  se

examinaron con frecuencia para detectar el desarrollo de todas las colonias fúngicas que aparecían y

que  se  aislaron  en  medio AEM o  APG para  obtener  cultivos  puros.  La  identificación  de  los

aislamientos se realizó con base en la morfología de la colonia de los hongos, y de las estructuras

reproductivas como conidióforos, los mecanismos de ontogenia de conidios y las características de

los conidios, esporangios y forma y tamaño de esporas, así como también el tamaño y forma de las

hifas,  ramificaciones,  células  engrosadas,  presencia  de  fíbulas,  siguiendo  métodos y  protocolos

micológicos estándar. Todos los cultivos axénicos de los hongos obtenidos se examinaron mediante

microscopía óptica, utilizando un microscopio Modelo Leica DM 250 LED para la identificación a

nivel de género y, utilizando técnicas moleculares, a nivel de especie .
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Identificación molecular de los aislamientos. 

A todos  los  morfotipos  identificados  se  les  extrajo  ADN genómico  total  siguiendo   el

protocolo CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio) modificado de Doyle & Doyle (1990), utilizando

micelio (aproximadamente 100 mg) del mismo cultivo utilizado para la descripción morfológica.

Los extractos de ADN se secaron al  aire y se resuspendieron en 70 µl de agua ultrapura.  Para

comprobar la concentración de ADN, se utilizó una placa Multiskan™ SkyHigh  μDrop (Thermo

Fisher Scientific,  EE. UU.). Se amplificó la región del espaciador interno transcrito 1 5.8S, del

espaciador  interno  transcrito  2  (ITS)  con  los  primers  ITS1  e  ITS4  (White  et  al.  1990).  Las

reacciones se realizaron en un volumen total de 25 µL, con 1 µL de ADN, 9 µL de agua pura estéril,

1,25 µL de primer directo e  inverso 10 µM y 12,5 µL de Promega GoTaq Green Master  Mix

(Promega, Madison, WI, EE.UU). El programa de amplificación general fue descrito por White et

al. (1990) e incluyó una desnaturalización inicial a 94 °C durante 3 min, seguida de 32 ciclos de

amplificación a 94 °C durante 30 s, 55 °C durante 30 s, 72 °C durante 90 s y una extensión final a

72 °C. Cuando no fue posible la amplificación se modificaron las condiciones de PCR descritas,

variando la  temperatura y los  ciclos  de amplificación.  Para comprobar  la  concentración de los

productos de PCR, se utilizó una placa Multiskan™ SkyHigh μDrop (Thermo Fisher Scientific, EE.

UU.).  Los  productos  de  PCR fueron  purificados  y  secuenciados  en  CERELA-CONICET (San

Miguel de Tucumán, Argentina).  Los datos de secuencia generados se verificaron manualmente

usando MEGA 10.1.5 (Kumar et al.  2018). Se utilizó la herramienta en línea del sitio web del

Centro  Nacional  para  la  Información  Biotecnológica  de  los  Estados  Unidos  NCBI

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)  (Altschul  et  al.  1997)  seleccionando  la  opción  de  búsqueda  de

nucleótido-nucleótido (MEGABLAST), considerando el porcentaje de similitud mayor al 90% para

género y mayor a 99% para especie.

Análisis  de  interacción  in  vitro:  confrontación  de  los
aislamientos contra H. decorticans. 

Para analizar la posible interacción que los aislamientos obtenidos pudieran establecer frente

al crecimiento de  Huntiella decorticans, se realizaron cultivos duales en placas  con medio APG

suplementadas al 2% con aserrín de Nothofagus. En cada placa se sembró un inóculo de 0.5 cm de

diámetro de un cultivo puro del  patógeno de 7 días de incubación y un inóculo de 0.5 cm de

diámetro de un cultivo puro de 7 días de uno de los aislamientos antagonista, a una distancia de 5

cm de entre sí. Luego de la incubación, se dibujaron el eje central (eje C) y dos ejes a 45º (ejes

laterales)  en  el  reverso  de  la  placa  (Fig  9).  Se  prepararon  tres  réplicas  por  confrontación
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aislamiento-patógeno.  En  el  tratamiento  control  se  colocó  en  ambas  posiciones  el  mismo

aislamiento de H. decorticans. Las placas se mantuvieron en condiciones de laboratorio durante seis

días  y  se  midió  el  incremento  del  margen  de  la  colonia  a  lo  largo  de  tres  ejes,  siguiendo  la

metodología de Santamaría et al. (2007). Se utilizaron diferentes tipos de indicadores para evaluar

la interacción: a) longitud del eje central (eje C) del patógeno; b) coeficiente de forma, calculado

como la diferencia entre el promedio del eje lateral y el eje central (cuando el valor del índice fue

mayor que uno, se considera que el posible antagonista reduce el crecimiento del patógeno), c)

porcentaje  de  inhibición  del  crecimiento  radial  (Royse  &  Ries,  1978),  calculado  mediante  la

ecuación [100 x (r1 - eje C) / r1], donde r1 es el radio máximo del patógeno en cualquier dirección;

y d) zona de inhibición porcentual (Orole y Adejumo, 2009), calculada mediante la ecuación [(A -

B) / A] x 100, donde A es el radio del patógeno en la placa de control y B es el radio del patógeno

en la placa de cultivo dual.

 

Fig 9. Esquema de confrontación en placa.   

Efecto  de  los  sobrenadantes  de  cultivos  de  aislamientos
seleccionados sobre el crecimiento de H. decorticans. 

Para  determinar  el  potencial  antifúngico  de  los  sobrenadantes,  se  seleccionaron  los

aislamientos que causaron una mayor inhibición de crecimiento de H. decorticans en el ensayo de

cultivo dual en placa,  utilizando la metodología descrita por Hernández-Ochoa et  al.  (2019). El

medio de cultivo líquido para la obtención de sobrenadante fue medio de papa glucosado (PG)

(papa pelada 300/l, glucosa 10 g/l). El caldo de papa se prepara hirviendo la papa cortada en agua

por 30 min y posteriormente se recupera el caldo filtrando por una gasa, se agrega la glucosa y se

lleva a volumen. Para cada aislamiento seleccionado se prepararon, por triplicado, 50 ml de PG en

Erlenmeyers  de 150 ml y se esterilizaron durante 15 minutos  a 121°C en autoclave.  Luego se

inocularon discos de 5 mm de diámetro de los aislamientos en crecimiento en medio sólido y se
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incubaron a 28°C, con agitación periódica. Los sobrenadantes se recuperaron mediante filtración

utilizando papel Whatman® N°2 y luego por filtro de nitrocelulosa (tamaño de poro: 0.22 µm) para

obtener un sobrenadante libre de células. Posteriormente, se prepararon placas de petri de 90 mm

con medio agar papa glucosado (APG) (papa pelada 300 g/l, glucosa 10 g/l, agar 20 g/l),  que se

esterilizaron durante 15 minutos a 121° C en autoclave y, luego de que se haya enfríado pero no

solidificado,  el  medio fue  suplementado con los  sobrenadantes  de los cultivos  líquidos  de los

potenciales antagonistas al 25 y 50 % (vsobrenadante/vtotal). El medio APG sin suplementación

(0%) se utilizó como control negativo. Todos los medios agarizados se inocularon con un disco de 5

mm del aislamiento de H. decorticans en el centro de la placa. Estos se incubaron a una temperatura

de 24° C durante 7 días y se midió el radio de crecimiento del micelio. Todos los tratamientos se

realizaron por triplicado. Para calcular el porcentaje de inhibición (%In) del crecimiento se utilizó la

siguiente ecuación:

%Inhibición=Control−Sobrenadante
Control

x100

Dónde  Control  corresponde  al  crecimiento  de  H.  decorticans en  el  medio  sin  suplemento  y

Sobrenadante corresponde al crecimiento de H. decorticans en los medios suplementados en las

diferentes concentraciones (25% o 50%).

Efecto  del  potencial  hídrico  sobre  el  crecimiento  de  los
aislamientos antagonistas seleccionados y H. decorticans. 

Para  determinar  la  influencia  del  potencial  osmótico  en  el  crecimiento  del  micelio,  se

tomaron discos de micelio/agar de 10 mm de diámetro del margen en crecimiento activo de cada

uno de los cultivos de 7 días y se transfirieron a placas de cultivo con medio APG. El medio APG se

ajustó osmóticamente a 0, -1,0, -5,0 y -10,0 bares con glicerol (Harris 1981). Todos los valores se

expresan en la Tabla 3. El potencial hídrico total fue la suma del potencial hídrico del APG (-0,4

MPa) y el potencial osmótico del glicerol añadido. Se distribuyó medio estéril (20 ml) ajustado con

glicerol en placas de Petri  de 9 cm de diámetro.  Se utilizaron tres placas replicadas para cada

tratamiento y se incubaron a 24°.0 C en oscuridad durante 7 días. Se registró el crecimiento en cm y

se estimó la velocidad de crecimiento como el cociente entre el radio de crecimiento del micelio y

el tiempo de incubación (7 días).
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Tabla 3. Concentración y potencial osmótico de los medios APG con glicerol.

Potencial osmótico
(bars)

Conc. Molar (mol/l) g/l

-1.0 0.04 3.68
-5.0 0.20 18.42
-10.0 0.40 36.84

Análisis estadístico. 

Se evaluó la diversidad de aislamiento fúngicos de la madera en plantines de N. dombeyi. Se

calcularon siguientes estimadores de diversidad alfa: índices de Shannon-Wiener, Simpson, Inverse

Simpson y Fisher, así como también riqueza observada y abundancia. Los efectos del estado de las

plantas (presencia/ausencia del patógeno y presencia/ausencia de riego) se evaluaron comparando

las  estimaciones  de  diversidad  alfa  para  cada  muestra.  La  diversidad beta  de  las  comunidades

fúngicas entre los diferentes niveles de las variables estudiadas se evaluó mediante el uso de índices

de disimilitud: Whitaller, Sorensen y Jaccard calculados con datos tanto cuantitativos (abundancia

relativa) como binarios (presencia-ausencia). El análisis se complementó con un enfoque funcional

a fin de profundizar la comprensión de los patrones de diversidad de los aislamientos utilizando la

base de datos FUNGuild v1.0 (Nguyen et al. 2016). Los índices ecológicos se midieron utilizando la

biblioteca betapart V. 1.5.1 (Baselga et al. 2012) del paquete R Studio (versión 1.1.456 - © 2009-

2018 RStudio, Inc).

Para evaluar cómo afecta la presencia de las especies de hongos en las variables de respuesta

diámetro a la altura del cuello (dac), altura del tallo (h), largo de raíz (rT) y altura total (hT) en los

diferentes tratamientos se realizó un modelo generalizado con una distribución de error binomial,

usando la función 'glm' en el paquete r (Posit Team 2023). 

En los ensayos de evaluación de los efectos antagonistas y el potencial osmótico, realizados

por  triplicado,   se  determinaron  los  valores  medios  y  el  error  estándar,  y  se  sometieron  a  un

ANOVA. Las diferencias detectadas por ANOVA se analizaron mediante la prueba de Tukey. Se

examinó  la  normalidad  de  los  datos  (prueba  de  Shapiro  Wilks  modificada,  α =  0,05)  y  la

homocedasticidad (prueba de Levene, α = 0,05). Se realizaron análisis no paramétricos cuando los

conjuntos  de  datos  no cumplían  con el  supuesto  de  homocedasticidad,  utilizando la  prueba  no

paramétrica de Kruskal Wallis (α=0,05). Todos los análisis se realizaron con el software Infostat (Di
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Rienzo et al. 2010). Las figuras se crearon con GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., La

Jolla, CA).

Resultados

Identificación de los aislamientos. 

Se  obtuvieron  un  total  de  92  aislamientos,  pertenecientes  a  23  especies  de  17  géneros

distintos. Las especies más frecuentes en plántulas de N. dombeyi aislamientos con la metodología

utilizada fueron Phoma herbarum (11.63%, 10 aislamientos) Cadophora luteo-olivacea (1.47%, 9

aislamientos) y Paraphoma radicina (10.47%, 9 aislamientos). A nivel de género, el más frecuente

fue  Fusarium  (19.76%,  17  aislamientos)  considerando  todas  las  especies  aisladas.  Huntiella

decorticans pudo re aislarse 3 veces en el tratamiento 3 y 2 veces en el tratamiento 4 (5.81%, 5

aislamientos). Todas las frecuencias se expresaron en la Tabla 4 y se esquematiza en la Fig 10. El

83% de  los  aislamientos  obtenidos  correspondieron  a  representantes  de  Ascomycota,  el  5% a

Basidiomycota, el 2% a Mucoromycota y el 6,52% no pudieron ser identificados. Mientras que para

Ascomycota, Fusarium spp. fue el género más frecuente, con una alta recuperación, agrupándolos

en 4 especies diferentes, Stereum sp. y Umbelopsis sp. fueron para Basidiomycota y Mucoromycota,

respectivamente.  Los  aislamientos  clasificados  como  indeterminados  corresponden  a  cultivos

estériles de los cuales no se extrajo ADN para analizar o las secuencias resultaron de baja calidad.
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Tabla 4.  Frecuencia de aparición de los hongos aislados en todos los tratamientos y asignación de gremio ecológico de la base de datos

Funguild.

Código de 
aislamiento

Gremio
% de 
ident*

Trat 1 Trat 2 Trat 3 Trat 4 Total
Frec. 
Rel.

MA-03 Alternaria alternata
Patógeno animal - Endófito - Fitopatógeno - Saprótrofo de
la madera

97.52 2 2 2.33

MA-27
Alternaria 
chlamydosporigena

Endófito - Fitopatógeno - Saprótrofo de la madera 99.81 1 1 1.16

MA-09 Aspergillus tubingensis
Endófito - Patógeno animal - Saprótrofo de la madera - 
Saprótrofo del suelo

100 1 1 1.16

MA-33 Atradidymella muscivora G Nd 98.51 1 1 1.16
M-14 Cadophora luteo-olivacea Endófito - Fitopatógeno - Saprótrofo de la madera 93.68 4 5 9 10.47
MA-06 Cladosporium herbarum Fitopatógeno - Saprótrofo de la madera 100 1 1 2 2.33

MA-03 Fusarium sp.
Patógeno animal - Endófito - Fitopatógeno -  Saprotrofo 
de madera

99.78 2 6 8 9.30

M-09 Fusarium oxysporum
Patógeno animal - Endófito - Fitopatógeno - Saprótrofo de
la madera

99.79 1 2 3 3.49

MA-31 Fusarium redolens Fitopatógeno - Saprótrofo de la madera 92.71 3 1 1 5 5.81
MA-22 Fusarium tricinctum Fitopatógeno 98.97 1 1 1.16
CIEFAPcc
428

Huntiella decorticans Fitopatógeno 100 3 2 5 5.81

MA-08 Paraphoma radicina G Nd 100 2 4 3 9 10.47
MA-14 Pestalotiopsis sp. Fitopatógeno 99.63 1 1 1.16
MA-15 Pestalotiopsis biciliata Fitopatógeno 94.95 2 2 2.33
MA-12 Pestalotiopsis uvicola Fitopatógeno 99.81 2 3 5 5.81

M-15
Phaeosphaeria 
pontiformis

G Nd 99.60 3 1 4 4.65

MA-19 Phoma herbarum Fitopatógeno 98.76 4 2 4 10 11.63
M-07 Pleurotus ostreatus Endófito - Fitopatógeno - Saprótrofo de la madera 99.84 1 1 1.16
M-01 Robillarda sessilis Saprótrofo 100 2 2 2.33
M-12 Stereum gausapatum Saprótrofo 99.82 2 1 3 3.49

35



M-10 Truncatella angustata Fitopatógeno - Simbiótrofo 100 3 3 3.49
MA-10 Ulocladium sp. Fitopatógeno 100 2 2 1 1 6 6.98
MA-11 Umbelopsis vinacea Saprótrofo indefinido 99.60 2 2 2.33

28 16 12 30 86 100
Indeterminado 1 2 1 2 6

* corresponde al porcentaje de identidad obtenido en Genbank

Abreviatura: G ND: Gremio no designado
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Fig 10. Frecuencia relativa de los taxones para cada uno de los tratamientos.

En la  clasificación  de  los  aislamientos  en función de las  condiciones  ambientales

impuestas  para  cada  tratamiento  se  puede  observar  que  hubo  4  especies  que  solo  se

presentaron en las condiciones control (riego normal y sin patógeno):  Alternaria alternata,

Pleurotus ostreatus, Robillarda sesille y Umbelopsis vinacea. Además del tratamiento control

(Tratamiento  1),  el  aislamiento  de  Cadophora  luteo-olivacea solo  estuvo  presente  en  el

tratamiento con riego normal e inoculación del patógeno H. decorticans (Tratamiento 3), y

Phaeosphaeria puntiformis y Stereum gausapatum en el tratamiento con limitación de riego

(Tratamiento 2). Los aislamientos de las restantes 15 especies se encontraron distribuidos en

los tratamientos con ambas condiciones (limitación de riego y presencia del patógeno). En la
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Fig   10  se  agrupan  los  aislamientos  diferenciando  aquellos  que  se  encontraron

particularmente en cada uno de los tratamientos.

Fig 11. Distribución de los aislamientos identificados en los diferentes tratamientos.

Tabla 5. Índices de alpha y beta diversidad calculado para todo el set de datos y para cada 

diferente tratamiento

α diversidad
Trat1 Trat2 Trat3 Trat4

Riqueza de 
especies

12 9 4 15

Abundancia 28 16 12 30
Shanon-Wiener 2.40 2.08 1.27 2.50
Simpson 0.90 0.86 0.69 0.90
Inverse simpson 10.32 7.11 3.27 10.00
Fisher alpha 7.95 8.50 2.10 11.94

β diversidad
Trat1 vs

Trat2
Trat1 vs

Trat3
Trat1 vs

Trat4
Trat2 vs

Trat3
Trat2 vs

Trat4
Trat3 vs

Trat4
Especies

compartidas
6 3 4 2 6 2

Whittaler 0.43 0.62 0.70 0.69 0.50 0.79
Sorensen 0.57 0.37 0.29 0.31 0.50 0.21
Jaccard 0.40 0.23 0.17 0.18 0.33 0.12

Los índices ecológicos (Tabla 5) muestran para la diversidad α valores más bajos en el

tratamiento 3 (inoculado con H. decorticans). Esto significa que este tratamiento es el menos

diverso. El tratamiento 4 (con patógeno y con déficit hídrico) y el tratamiento 1 (sin patógeno

38



y riego normal) se clasifican como los más diversos (índices más altos). Estadísticamente,

para la riqueza y la abundancia, no hay diferencias significativas entre los tratamientos con y

sin patógeno, es decir, entre los Tratamientos 1 (sin patógeno y sin déficit hídrico) y 2 (sin

patógeno y con déficit hídrico) vs los Tratamientos 3 (con patógeno y sin déficit hídrico) y 4

(con patógeno y con déficit hídrico) (pvalor = 0.9143 para la riqueza y pvalor = 0.6286 para

la  abundancia),  y  tampoco entre  los  tratamientos  con y  sin deficiencia  hídrica,  entre  los

Tratamientos 1 y 3 vs 2 y 4 (pvalor = 3.143 para la riqueza y 0.2286 para la abundancia).

Para los índices de diversidad  β los valores más altos indican mayor variabilidad o

mayor  similitud  entre  las  comunidades,  mientras  que  los  valores  más  bajos  indican  lo

contrario. El tratamiento 2 (sin patógeno y con déficit hídrico) es el tratamiento con más

especies compartidas con los tratamientos 1 (sin patógeno y sin déficit  hídrico) y 4 (con

patógeno y con déficit hídrico) en donde se observaron 6 especies, y se obtienen índices de

Sorensen y Jaccard más altos. Esto implica que las comunidades de especies en el tratamiento

2 (sin patógeno y con déficit hídrico) son más similares en términos de la combinación de

especies  presentes  con  los  tratamientos  1  (sin  patógeno  y  sin  déficit  hídrico)  y  4  (con

patógeno y con déficit hídrico). Estos índices indican una baja variabilidad en la composición

de especies entre los tratamientos, pero una alta similitud entre las comunidades de especies

en diferentes tratamientos.

El análisis de los aislamientos obtenidos y los parámetros fisiológicos reveló que el

factor que afectaría el desarrollo de las plantas sería la restricción de agua. Para la variable

dac (diámetro a la altura del cuello), se encontró que el tratamiento 2 (sin patógeno y con

déficit hídrico) y el tratamiento 4 (con patógeno y con déficit hídrico) son significativamente

diferentes del tratamiento 1 (sin patógeno y sin déficit hídrico) (pvalor < 0.001) (0.19 cm,

0.24 cm y 1.79 cm respectivamente). Además, el aislamiento de Robillarda sessile mostró un

coeficiente  significativo  (pvalor  =  0.017).  En  cuanto  a  la  variable  h  (altura),  no  se

encontraron  diferencias  significativas  entre  el  tratamiento  2  (sin  patógeno  y  con  déficit

hídrico), 3 (con patógeno y sin déficit hídrico) y 4 (con patógeno y con déficit hídrico) en

comparación con el tratamiento 1 (sin patógeno y sin déficit hídrico) (todos los pvalores >

0.05).  Para  la  variable  lr  (longitud  de  raíz),  el  tratamiento  2 (sin  patógeno y con déficit

hídrico) resultó ser significativamente diferente del tratamiento 1 (sin patógeno y sin déficit

hídrico)  (pvalor  =  0.009)  (25.19  cm  y  32.68  cm  respectivamente).  Sin  embargo,  no  se

encontraron aislamientos  que arrojaran valores  significativos (pvalor  < 0.05).  Finalmente,

para la variable hT (altura total), el tratamiento 4 (con patógeno y con déficit hídrico) fue

significativamente diferente del tratamiento 1 (sin patógeno y sin déficit hídrico) (pvalor =
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0.094) (93.68 cm y 75.73 cm respectivamente). Los aislamientos que mostraron coeficientes

significativos  fueron  Fusarium oxysporum (pvalor  =  0.038)  y  Ulocladium sp.  (pvalor  =

0.01180).

Análisis  de  interacción  in  vitro:  confrontación  de  los
aislamientos contra H. decorticans. 

En  las  condiciones  impuestas  en  el  ensayo,  8  aislamientos  mostraron  diferencias

significativas en el  porcentaje de inhibición del crecimiento de  H. decorticans.  Todos los

datos de crecimiento se muestran en la Tabla 6. El aislamiento de Fusarium redolens fue el

que más inhibió al patógeno (33.33%). Por otra parte, H. decorticans inhibió el crecimiento

de 3 aislamientos (Paraphoma radicina,  Pleurotus ostreatus y  Truncatella angustata).  Por

otro lado, H. decorticans muestra un gran crecimiento en el medio suplementado con chips de

Nothofagus.  En  la  Fig  12  se  representan  los  porcentajes  de  inhibición  de  todos  los

aislamientos  utilizados.  En  la  Fig  13  se  presentan  las  imágenes  de  los  5  aislamientos

seleccionados para continuar con los ensayos.

Tabla 6. Resultados de los parámetros del ensayo de confrontación

Código de
aislamiento

Longitud del
eje central sin
patógeno (cm/

día)

Longitud del
eje central

del patógeno
(cm)

Coeficiente
de forma

(cm)

MA-03 Alternaria alternata 0.52 ± 0.03 g 3.10 ± 0.14 bc 1.75 ± 1.77

MA-27
Alternaria 
chlamydosporigena

0.31 ± 0.09
cdef

4.50 ± 0.00 a 0.00 ± 0.00

MA-09
Aspergillus tubingensis 0.35 ± 0.02 efg 3.15 ± 0.49

abc
0.00 ± 0.00

MA-33
Atradidymella 
muscivora

0.28 ± 0.06
bcdef

3.30 ± 0.00
abc

-0.25 ± 0.35

M-14
Cadophora luteo-
olivacea

0.26 ± 0.01
abcde

- -

MA-06
Cladosporium 
herbarum

0.14 ± 0.01 ab 3.45 ± 0.21
abc

1.00 ± 1.41

MA-03
Fusarium sp. 0.30 ± 0.02

defg
3.30 ± 0.42 ab 0.25 ± 1.77

M-09 Fusarium oxysporum 0.57 ± 0.14 fg 3.05 ± 0.07 bc 3.50 ± 1.41
MA-31 Fusarium redolens 0.48 ± 0.04 fg 2.40 ± 0.28 c 10.25 ± 3.89

MA-22
Fusarium tricinctum 0.25 ± 0.02

abcde
3.55 ± 0.21

abc
-0.25 ± 1.06

CIEFAPcc 
428

Huntiella decorticans 0.38 ± 0.04 efg - -

MA-08 Paraphoma radicina - 3.20 ± 0.00 4.50 ± 0.00
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abc
MA-14 Pestalopiopsis sp. 0.20 ± 0.01

abcd
0.64 ± 0.00 a 0.00 ± 0.00

MA-15 Pestalotiopsis biciliata 0.07 ± 0.01 a 3.15 ± 0.07 bc -0.50 ± 0.71
MA-12 Pestalotiopsis uvicola 0.30 ± 0.02

defg
3.55 ± 0.07 ab 0.75 ± 0.35

M-15 Phaeosphaeria 
pontiformis

0.23 ± 0.01
abcd

3.90 ± 0.00 ab 0.00 ± 0.00

MA-19 Phoma herbarum 0.23 ± 0.01
abcd

3.70 ± 0.00 ab 0.00 ± 0.00

M-07 Pleurotus ostreatus 0.48 ± 0,04 efg 3.50 ± 0.00
abc

1.00 ± 0.00

M-01 Robillarda sessile 0.27 ± 0.01
bcdef

4.25 ± 0.07 a 0.00 ± 0.00

M-12 Stereum gausapatum 0.19 ± 0.01
abc

4.00 ± 0.28 a 0.75 ± 1.77

M-10 Truncatella angustata 0.14 ± 0.02 ab 3.75 ± 0.35 ab 0.25 ± 3.18
MA-10 Ulocladium sp. 0.30 ± 0.02

defg
2.95 ± 0.35 bc 2.25 ± 2.47

MA-11 Umbelopsis vinacea 0.39 ± 0.06 efg 3.30 ± 0.14
abc

3.00 ± 0.00

Los datos representan valores medios de experimentos por triplicado ± DE. Letras diferentes

hacen referencia a diferencias significativas (pvalor <  0,05) entre los aislamientos
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Fig 12. Esquema del porcentaje de inhibición de H, decorticans para todos los aislamientos

evaluados. 
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Fig  13. Cultivos  duales  en  medio  agarizado  entre  los  endófitos  seleccionados  vs  H.

decorticans, ubicado en la parte superior de cada placa. De izquierda a derecha y de arriba

hacia  abajo:  Fusarium redolens,  Pestalotiopsis  bicillata,  Fusarium oxysporum, Alternaria

alternata, Ulocladium sp.

Efecto de los sobrenadantes de aislamientos antagonistas
sobre el crecimiento de H. decorticans.

Los  sobrenadantes  seleccionados  mostraron  diferencias  significativas  en  las

concentraciones  utilizadas  con  los  diferentes  sobrenadantes  (pvalor  =  0.0001).  En  el

tratamiento Control se evaluó el crecimiento de H. decorticans utilizando el medio de cultivo

líquido sin sobrenadante de los otros aislamientos, y en este caso el crecimiento fue menor

que cuando se le agregaron los sobrenadantes de F. oxysporum y de  A. alternata al medio.

Los valores más bajos de crecimiento de  H. decorticans  se obtuvieron con la adición del

sobrenadante de  P. biciliata. Se observaron diferencias significativas en la comparación de

cada uno de los sobrenadantes en las diferentes concentraciones, para el caso de la adición de

25 % de sobrenadante, el pvalor = 0.0195, y para la adición de 50 % el pvalor = 0.0004. En

ambos casos, H. decorticans tuvo un menor crecimiento con el sobrenadante de P. biciliata

(0.23 cm/día con 25% y 0.15 cm/día con 50%). . Con respecto al sobrenadante de F. redolens

no se pudo medir el crecimiento debido a que el método de filtración utilizado no lograba

evitar que el  sobrenadante esté libre de micelio o esporas de este hongo.  Los valores de
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crecimiento  de  H.  decorticans con  las  diferentes  concentraciones  de  los  sobrenadantes

seleccionados se expresan en la Tabla 7. 

Tabla 7. Valores de velocidad de crecimiento y porcentaje de inhibición de H. decorticans en

medio sólido con los sobrenadantes de los diferentes aislamientos y con sobrenadante control

con medio líquido sin crecimiento de ningún aislamiento.

Aislamiento

Concentración del sobrenadante
25 % 50  %

Vel. de crec

(cm/dia)

% de

inhibición1

Vel. de crec.

(cm/día)

% de

inhibición1

Control 0.27 ± 0.03 ab - 0.26  ± 0.05 b -
A.  alternata 0.29 ± 0.05 b -7.41 0.28 ± 0.04 b -7.69
P. bicilliata 0.23 ± 0.04 a 14.81 0.15  ± 0.02 a 42.31
F. oxysporum 0.29 ± 0.04 b -7.41 0.29 ± 0.03 b -11.54
F. redolens - - - -

Valores obtenidos del crecimiento en cm/día de H. decorticans. Los datos representan valores

medios de experimentos por triplicado ± error estándar. Letras diferentes hacen referencia a

diferencias  significativas  (pvalor  <  0.05)  entre  el  crecimiento  para  cada  una de  las  dos

concentraciones utilizadas.
1 el % de inhibición representa el crecimiento de  H. decorticans en cada sobrenadante en

comparación con el crecimiento en el medio control.

Efecto  del  potencial  hídrico  en  el  crecimiento  de  los
aislamientos antagonistas y H. decorticans. 

En el ensayo de potencial hídrico con diferentes concentraciones de glicerol, se observaron

diferencias  significativas  entre  los  aislamientos  seleccionados.  Los  aislamientos  de  H.

decorticans y P. biciliata fueron los que presentaron menor velocidad de crecimiento en todos

las concentraciones de glicerol,  siendo el  tratamiento con -10 bars de potencial  osmótico

(mayor concentración de glicerol) donde H. decorticans exhibió menor crecimiento (0.07 cm/

día).  Los  aislamientos  de  Fusarium presentaron  las  velocidades  más  altas,  siendo F.

oxysporum el que presentó los valores más elevados, excepto en el tratamiento con potencial

osmótico de -1.0 bars (la concentración más baja de glicerol)  donde el  aislamiento de  F.

redolens obtuvo un valor más alto (0.55 cm/día para  F. oxysporum vs 0.58 cm/día para  F.

redolens).  Estadísticamente  no  hay  diferencias  significativas  entre  el  crecimiento  de  F.

oxysporum en los diferentes potenciales osmóticos (p valor = 0.1860). Mientras que para F.
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redolens se encontraron diferencias significativas en los tratamientos siendo el -1.0 bars el

mayor  y  el  menor  para  -10.0  bars  (pvalor  =  0.0097).  En  el  caso  de  H.  decorticans,  se

observaron diferencias entre las concentraciones de glicerol (pvalor = 0.0046), mostrando una

clara disminución con la mayor concentración de este compuesto (-10.0 bars de potencial

osmótico).  En  todos  los  casos,  los  valores  de  crecimiento  son  menores  que  la  de  los

aislamientos seleccionados, menos para los de  P. biciliata. Este aislamiento a su vez tiene

menor velocidad de crecimiento tanto en los medios de crecimiento utilizados en este ensayo

como en el medio con aserrín del ensayo anterior en comparación con los otros aislamientos.

Pero su mayor crecimiento se presenta a mayores concentraciones de glicerol,  mostrando

estadísticamente  diferencias  significativas  (pvalor  =  0.0066).  Para  el  caso  de  las

comparaciones  entre  los  aislamientos  para  cada  uno  de  los  potenciales  se  observaron

diferencias significativas para todos los potenciales (pvalor < 0.05). En el Fig 14 se comparan

los valores de crecimiento de cada uno de los aislamientos en los diferentes tratamientos.

Fig  14. Comparaciones  de  potenciales  entre  los  diferentes  aislamientos.  Los  datos

representan valores medios de experimentos por triplicado ± error estándar. Letras diferentes

hacen referencia a diferencias significativas (pvalor <  0.05) entre los aislamientos para cada

uno de los diferentes potenciales.
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Discusión

Identificación de hongos y biodiversidad. 

Nuestros resultados confirman que, como se reporta para la mayoría de los tejidos de

plantas  terrestres,  los  hongos  que  predominan  pertenecen  al  filum  Ascomycota,

comprendiendo el  89% de los  aislamientos,  seguido de Basidiomycota (9%) y el  resto a

Mucoromycota  (2%).  Este  patrón  de  predominio  de  Ascomycota  en  las  comunidades

endofíticas se ha observado de manera consistente en diversos estudios (Rana et al. 2019,

Terhonen et al. 2019), independientemente de las técnicas de aislamiento utilizadas, lo que

sugiere que es una característica inherente a este tipo de asociaciones simbióticas (Gazis  &

Chaverri,  2010, Jin et al.  2013, Stone et al.  2004). Sin embargo, no se puede definir una

relación entre la frecuencia de los hongos aislados y las condiciones del agua y el  estrés

biótico impuestos en el ensayo, lo que indicaría que existen otros factores que podrían afectar

la frecuencia de los mismos. Las condiciones ecológicas o ambientales, como la temperatura,

la  humedad y los  niveles  de nutrición  del  suelo,  son factores  importantes  que  afectarían

indirectamente  la  estructura poblacional  de los  hongos endófitos  (Jia  et  al.  2016).  Como

reportan  Molina  et  al.  (2020)  en  su  trabajo  en  rodales  de  N.  dombeyi,  los  árboles  más

afectados  o  que  presentan  características  que  indican  decaimiento  y  mortandad  están

colonizados por  hongos considerados  patógenos.  Esto  indicaría  que  el  decaimiento  de la

actividad biológica de la planta permitiría el ingreso o el ataque de hongos oportunistas frente

a la susceptibilidad del hospedante a poder defenderse (Boddy & Rayner 1983). En nuestro

trabajo encontramos, en el tratamiento sin ninguna presión ambiental, aislamientos reportados

como  patógenos  como  son  Alternaria  alternata,  aislamientos  del  género  Fusarium y

degradadores de la madera como  Pleurotus ostreatus y  Stereum gaustupatum.  Zhou et  al.

(2021) informaron un crecimiento mejorado de las plántulas de Pinus tabulaeformis después

de la  inoculación de  una cepa  endofítica de  Phoma en condiciones  de sequía.  En Pinus

silvestri, Giordano et al. (2009) aíslaron Aspergillus tubingensis y Cladosporium herbarum y

los asociaron con árboles de apariencia saludable y a  Alternaria alternata con árboles en

declive  intermedio.  Larrán  et  al.  (2002)  identificaron alrededor  de  130 hongos  endófitos

donde Alternaria alternata y Cladosporium herbarum son los de mayor frecuencia en plantas

de  trigo.  Bhagyasree  et  al.  (2018)  aislaron  y  caracterizaron  especies  de  Fusarium   y

Aspergillus,  entre  otros,  como endófitos del maíz.  Podemos decir  entonces que la  misma

especie puede comportarse de manera diferente, pasando de endófito a patógeno y viceversa.

46



Algunas especies pueden ser inofensivas para ciertas plantas como endófitos, pero bajo estrés

o debilidad del hospedante, pueden convertirse en patógenos y causar enfermedades (Ovando

et al.  2005, Lana et al.  2011). Además, los hongos endófitos pueden actuar como agentes

patógenos latentes y provocar interacciones asintomáticas (Schulz & Boyle, 2005; Gamboa-

Gaitán,  2006).  Por  esta  razón,  es  fundamental  comprender  los  efectos fisiológicos de los

hongos endófitos sobre las plantas, así como su potencial para proteger o mejorar la nutrición

de las plantas.

La  promoción  del  crecimiento  vegetal  mediante  hongos  endófitos  ha  sido

ampliamente documentada en la literatura, destacando su capacidad para mejorar la absorción

de nutrientes, producir fitohormonas y aumentar la resistencia al estrés abiótico (Liao et al.

2014, Lopez & Sword 2015, Jaber & Enkerli 2017, Fontana et al. 2021, Byregowda et al.

2022). Sin embargo, en el presente estudio, no se observaron efectos significativos en esta

función. Esto se debe a la falta de ensayos específicos dirigidos a evaluar las interacciones

entre los hongos endófitos obtenidos y las plantas hospedadoras.

También es necesario considerar que la frecuencia de aparición está determinada por

la metodología de la obtención de los aislamientos. Los índices de diversidad indicarían que

existe una homogeneidad entre las comunidades. Vandenkoornhuyse et al. (2002) observa que

los  estudios  relacionados  basados  en  algunas  estrategias  de  aislamiento  arrojan

principalmente  Ascomycetes,  indicando  que  los  métodos  basados  en  el  cultivo  pueden

seleccionar grupos específicos, sesgando así las percepciones con respecto a las comunidades

de hongos existentes. Los análisis metagenómicos examinan la totalidad de los organismos

presentes  (Terhonen et  al.  2019);  sin  embargo,  representan un desafío  para  el  cultivo  en

condiciones de laboratorio, ya que no es posible replicar las condiciones de interacción con la

planta. Una desventaja del cultivo es que puede haber un sesgo hacia los hongos de rápido

crecimiento  y  algunos  hongos  pueden  ser  difíciles  de  identificar  debido  a  la  falta  de

características morfológicas distintivas. Molina et al. (2022) reportaron una gran frecuencia

de  aparición  de  Agaricales  y  Helotiales  en  árboles  maduros  de  Nothofagus  dombeyi.  En

nuestro trabajo, los representantes de estos grupos son  Pleurotus ostreatus  en Agaricales y

Cadophora luteo-olivacea en Helotiales. La secuenciación directa parece ser más eficiente

para detectar hongos basidiomycetes en comparación con la detección en cultivo (Kernaghan

et al. 2003, Menkis et al. 2005, Stenström et al. 2013). Por otro lado, también esta diferencia

en  Nothofagus  dombeyi se  puede  deber  a  que  se  trabajó  con  plantines,  en  donde  las

condiciones  de  germinación  y  crecimiento  inicial  son  controladas,  y  no  con  individuos

adultos naturales. Los estudios sobre comunidades de hongos en viveros forestales muestran
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una dominancia de hongos pertenecientes a Ascomycota, seguidos de Basidiomycota (Menkis

et  al.  2005,  Menkis  et  al.  2010,  Stenström et  al  2013).  Además,  en  plantas  jóvenes,  la

comunidad de hongos endófitos suele ser menos diversa en comparación con plantas adultas,

conforme la planta envejece, la composición de hongos cambia y se vuelve más diversa (Yu

et  al.  2024).  Nuestros  resultados  coinciden con estudios  previos  que demuestran  que  las

plántulas jóvenes son especialmente vulnerables a factores abióticos (Packer & Clay 2000,

Merges et al. 2020).

Si  bien  los  resultados  muestran  que  determinados  endófitos  podrían  tener  alguna

influencia  sobre  parámetros  morfológicos,  el  efecto  del  tratamiento  es  más  fuerte  que  el

efecto del hongo mismo. Si el tratamiento afecta el crecimiento de alguna parte, favorece el

desarrollo  de  determinadas  especies.  Como  sugieren  Molina  et  al. (2020)  los  hongos

endófitos  tienen  un  papel  secundario  en  los  procesos  de  daño  sanitario  de  los  árboles,

favoreciendo el crecimiento de estos mismos principalmente como una expresión de estrés

causado por factores climáticos. La sequía es frecuentemente responsable de la reducción del

crecimiento de las plantas y tanto las raíces como las partes aéreas de las plantas pueden

verse afectadas. Sin embargo, Hossain et al. (2019) muestra que hay patógenos específicos

que aumentan su lesión en plantas por más que tengan condiciones normales de riego. En

nuestro trabajo, si bien introdujimos al sistema al patógeno  H. decorticans inoculando las

plantas,  también  encontramos  endófitos  reportados  como  patógenos,  como Fusarium

oxysporum y Robillarda sessile, que podrían estar afectando negativamente a la planta.

Diferentes  estudios  han  evaluado  la  producción  de  fitotoxinas  en  las  especies

reportadas  en  este  trabajo.  Alternaria  alternata y  Cladosporium producen  las  toxinas  de

perilenoquinona  que  afectan  el  fotosistema  II  de  la  planta  y  aumentan  el  contenido  de

especies reactivas de oxígeno en la célula, aumentando así la permeabilidad de la membrana

(Daub  et  al.  2009).  La  fitotoxina  del  ácido  fusárico  (FSA)  (producida  por  Fusarium

oxysporum) altera las actividades respiratorias en las mitocondrias y daña las membranas de

la célula huésped, lo que provoca la pérdida de agua en las hojas (Dong et al. 2012, Liu et al

2020). Dang et al. (2022) reporta toxinas en extractos de Paraphoma radicina y la consideran

patogénica  para  alfalfa,  afectando  a  las  raíces.  Muchas  fitotoxinas  inhiben  la  actividad

enzimática de  las  plantas  y alteran la  biosíntesis  de  metabolitos  críticos.  Por  ejemplo,  la

toxina AAL (producida por Alternaria alternata f. sp. Lycopersici) inhibe la actividad del L-

aspartato (Berestetskiy, 2008). Phoma herbarum produce una antraquinona dimérica, tóxica

para las malezas Parthenium hysterophorus, Lantana camara e Hyptis suaveolens mostrando

su  potencial  como  herbicida  (Quereschi  et  al.2011),  así  como  también  nonenolides  que
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inhiben el crecimiento de la radícula de plántulas de  Amaranthus hipocondriacus (Rivero-

Cruz et al. 2000).

Análisis  de  interacción  in  vitro  y  efecto  de  los
sobrenadantes  seleccionados  en  el  crecimiento  de  H.
decorticans 

En  este  estudio  mostramos  la  capacidad  de  ciertos  aislamientos  para  inhibir  el

crecimiento de H. decorticans. Pudimos observar que algunos aislamientos que inhibieron el

crecimiento  de  H.  decorticans se  reportan  como  patógenos  en  otros  huéspedes.  La

incorporación de aserrín al medio de cultivo es clave para intentar comprender la naturaleza

del patógeno. La biomasa del hongo aumenta cuando el medio de cultivo se prepara junto con

el sustrato del que fue aislado, y disminuye considerablemente en los medios tradicionales

(APG, MEA). Es importante considerar que trabajar con microorganismos endófitos puede

ser complicado, ya que requiere tener en cuenta ciertos aspectos específicos. Por ejemplo, los

hongos endófitos necesitan mantener condiciones precisas de cultivo, como temperatura, pH,

entre  otros.  Estudios  previos  han  demostrado  que  estos  factores  son  cruciales  para  el

crecimiento y la funcionalidad de estos tipos de hongos (Smith et al. 2010, Johnson y Miller,

2012). Las relaciones entre hongos endófitos y plantas huésped no son estáticas y pueden

cambiar según las condiciones ambientales y el estado fisiológico de la planta. Schulz  &

Boyle  (2005)  describen  este  espectro  de  interacciones  como  un  "continuum endofítico",

donde los hongos pueden ser mutualistas bajo ciertas circunstancias y patógenos en otras. En

especies forestales, esto es particularmente relevante, ya que los endófitos pueden contribuir a

la salud del árbol al mejorar su resistencia a enfermedades o al estrés ambiental, como señala

Sieber (2007). 

En las condiciones impuestas por el ensayo, se observaron diferencias del crecimiento

de  H. decorticans cuando el  medio de cultivo estaba enriquecido con el  sobrenadante de

cultivo de P. biciliata. A pesar de que este aislamiento tuvo un crecimiento mucho más lento

que los aislamientos en los ensayos anteriores, en este caso logró disminuir el crecimiento de

H. decorticans. Las especies de  Pestalotiopsis  son fitopatógenos comunes que causan una

variedad  de  enfermedades,  incluidas  lesiones  cancrosas,  muerte  regresiva  de  los  brotes,

manchas en las hojas, además de tizón en las agujas, tizón en las puntas, tizón gris,  clorosis

severa  y  diversas  enfermedades  poscosecha  (Maharachchikumbura  et  al.  2014,  Xu et  al.

2014). Además, se ha reportado dentro del género la producción de compuestos antifúngicos,
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como Jesterone e Hidroxijesterone, inhibidores del crecimiento de patógenos de los géneros

Phytophtora,  Phytium y  otros  (Li  &  Strobel,  2001).  Yang  et  al.  (2011)  reportan  que

Pestalotiopsis  produce  micotoxinas  e  inhibe  el  crecimiento  de  Fusarium  graminearum,

Botrytis cinerea, y Phytophthora nicotianae. También Calderón et al. (2022) reporta cierta

inhibición  en  el  crecimiento  de  bacterias  patógenas  con  aislamientos  de Fusarium y

Pestalotiopsis aunque no son las más inhibitorias. El género  Pestalotiopsis ha demostrado

que  produce  una  amplia  gama  de  metabolitos  secundarios  diversos,  como  alcaloides,

terpenoides.  lactonas,  fenoles,  y  sus  derivados  (Xu  et  al.  2010).  En  nuestro  trabajo,

registramos que Pestalotiopsis biciliata en contacto con H. decorticans inhibe el crecimiento

de este un 12 % pero los metabolitos del sobrenadante lo reducen más, hasta un 50 %.  La

inhibición del sobrenadante podría depender de la concentración de los metabolitos de P.

biciliata, la efectividad de un compuesto inhibidor aumenta con la concentración (Vinale et

al. 2010, Angermayr et al. 2022). A su vez, estudios genómicos del género  Huntiella  han

detectado  genes  relacionados  con  la  patogenicidad,  involucrados  con  la  biosíntesis  de

ergoesterol, terpenos y sideróforos y otros compuestos (Cale et al. 2019, Sayari et al. 2021,

Soal et al. 2022) que podrían inhibir el crecimiento o la actividad de P. biciliata en el ensayo

dual en placa.

Alternaria  alternata,  Fusarium  redolens,  Fusarium  oxysporum,  Pestalotiopsis

biciliata y Ulocladium sp.  presentan una clara inhibición del crecimiento en las condiciones

de confrontación con H. decorticans. Los hongos del género Ulocladium son saprófitos del

suelo y algunas especies, incluidas U. atrum y U. oudemansii, tienen potencial para su uso en

el control biológico de enfermedades foliares, como las causadas por los géneros patógenos

de plantas Sclerotina y Botrytis (Yohalem et al. 2004, Köhl et al. 2017, Ronseaux et al. 2013).

Alternaría es un género de hongos que incluye especies saprofitas, endofíticas y patógenas

(Thomma,  2003).  Alternaria  alternata es  capaz  de  ser  patógena  en  más  de  100  plantas

hospedantes, causando manchas foliares y tizones en muchas partes de la planta (Thomma,

2003).  Además,  muestra  una variedad producción de  metabolitos  con diferentes  tipos  de

actividad biológica, como actividad fitotóxica, citotóxica y antimicrobiana (Lou et al. 2013).

En  los  ecosistemas  forestales, A.  alternata compite  con  otros  microorganismoss  como

Fusarium  spp.,  Phytophthora  spp.  y Botrytis  cinerea.  La  competencia  puede  estar

influenciada por varios factores, incluyendo la disponibilidad de nutrientes, las condiciones

ambientales y las interacciones microbianas. Por ejemplo, Fusarium spp. y Phytophthora spp.

son  conocidos  por  su  agresividad  y  capacidad  para  colonizar  rápidamente  las  plantas

hospedadoras, lo que puede limitar la colonización de A. alternata (Ploetz, 2013). Soltani &
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Hosseyni  Moghaddam  (2014)  reportan  metabolitos  de A.  alternata con  actividades

antiproliferativas, inhibidoras del crecimiento y antibacterianas contra  Pyricularia oryzae y

las bacterias patógenas Bacillus sp., Erwinia amylovora y Pseudomonas syringae, además de

fitopatógenos Diplodia serieta, Phaeobotryon cupressi y Spencermartinsia viticola. Castaldi

et al. (2023) reportan una competencia contra  Botrytis cinerea, y consideran que el hongo

más virulento tiene una ventaja competitiva dentro del huésped, que conduce a la exclusión

de hongos menos virulentos. Qiang et al. (2010) reportan que la toxina AAC producida por

Alternaria  alternata tiene  actividad  herbicida.  Puede  controlar  un  amplio  espectro  de

malezas,  entre  ellas  tanto  gramíneas  como  malezas  de  hoja  ancha,  y  tiene  una  tasa  de

eliminación  rápida,  similar  a  la  del  paraquat  (Peng  et  al.  2021).  Zheng  et  al.  (2017)

encontraron que A. alternata podía parasitar a  Puccinia striiformis f. sp. tritici, causante de

roya rayada (amarilla) en el trigo . La prueba de patogenicidad y el examen microscópico

mostraron que una cepa de  A. alternata fue capaz de reducir la producción y viabilidad de

urediniosporas, lo que indica un potencial como agente de control biológico contra la roya

lineal del trigo.

Por  otra  parte,  Fusarium  oxysporum es  reportado  como  causante  de  pudrición,

marchitez y necrosis de las raíces en una gran cantidad de plantas y ocupa el quinto lugar

entre los 10 principales patógenos vegetales de importancia científica y económica (James et

al. 2000, Dean et al. 2012, Geiser et al. 2013). Sin embargo, también ha demostrado ser un

agente  protector  en  pimiento  contra  varios  patógenos,  como  Verticillium  dahliae,

Phytophthora capsici y Botrytis cinerea (Díaz et al. 2005). El mecanismo de dicha protección

parece ser la resistencia inducida, utilizando una señalización de etileno (Díaz et al. 2005). La

inducción por Fusarium provocó un aumento en la actividad quitinasa y los fenólicos de la

pared celular, así como una mejora en la expresión de genes de defensa (Díaz et al. 2005,

Silvar  et  al.  2009).  En  Hordeum  vulgare,  la  presencia  de F.  oxysporum pudo  conferir

resistencia a enfermedades contra patógenos virulentos (Schulz et al. 1999). Esta resistencia

se relaciona con las crecientes concentraciones de metabolitos fenólicos en la planta. Shah et

al.  (2019)  demostraron  que Fusarium  sp.,  aislado  a  partir  de  la  raíz  de Dendrobium

moniliforme, logró promover el crecimiento y desarrollo de  Rhynchostylis retusa. Además,

Cui et al. (2018), informaron anteriormente la capacidad de tres aislamientos de endófitos de

F. redolens de promover la germinación de semillas de  C. songaricum. Aislamientos de F.

oxysporum aislado  de  C.  odorata (Toghueo  et  al.  2020)  y F.  oxysporum aislado  de R.

apiculate  (Moron et  al.  2018) mostraron un amplio espectro antimicrobiano contra varios

microorganismos  patógenos,  lo  que  indica  la  posibilidad  de  metabolitos  bioactivos
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potenciales.  Se  informó  que  la  beauvericina,  aislada  de  extractos  de  F.  oxysporum y  F.

redolens, exhibió una amplia actividad antibacteriana (Xu et al. 2010). Otro mecanismo de

protección  con  una  cepa  no  patógena  de  Fusarium  oxysporum,  inhibe  al  patógeno  F.

oxysporum f. sp. radicislycopersici y reduce los síntomas de la pudrición de la raíz en el

tomate (Solanum lycopersicum). La inoculación en plantas de tomate de una carga de esporas

50 veces mayor que la del patógeno, asegura que las esporas de F. oxysporum no patogénica

compiten con F. oxysporum f. sp. radicislycopersici por la misma fuente de carbono, lo que

reduce la disponibilidad de nutrientes para este último microorganismo (Bolwerk et al. 2005).

Efecto  del  potencial  hídrico  en  el  crecimiento  de  los
aislamientos antagonistas y H. decorticans. 

Los hongos que habitan en la madera varían considerablemente en su capacidad para

crecer con un bajo contenido de agua. Boddy (1983) estudió las relaciones hídricas de 12

especies de Basiomycetes de zonas templadas que habitan en la madera y descubrió que todas

crecían muy lentamente o no crecían en absoluto en agar malta a un potencial hídrico de -4.4

MPa. Otros  autores, registraron resultados similares (Tresner & Hayes, 1971, Clarke et al.

1980, Eamus & Jennings, 1986). En nuestro trabajo vemos que H. decorticans tiene su mayor

crecimiento a un potencial hídrico de -5.0 MPa, como muestra Klepzig et al. (2004), para

Ophiostoma minus. A su vez, este autor menciona que el crecimiento de los hongos asociados

a  insectos,  como  en  nuestro  caso  H.  decorticans,  se  ve  fuertemente  afectado  por  la

disminución  del  potencial  hídrico  (Klepzig  et  al.  2004).  Independientemente  del  medio

utilizado para controlar el potencial hídrico, la tendencia general es una disminución en el

crecimiento del micelio radial con una disminución del potencial hídrico (Whiting y Rizzo

1999).

El aislamiento identificado como F. oxysporum no mostró diferencias significativas en

las diferentes concentraciones de glicerol,  pero si con el  resto de los aislamientos.  Se ha

reportado que, en condiciones de alta humedad,  F. oxysporum encuentra un ambiente ideal

para su crecimiento y dispersión,  y sugiere que  la presencia de alta humedad en el  suelo

promueve  la incidencia  en el  hospedante (Thatcher et al.  2016, Rahman et al.  2021). Sin

embargo, también se reporta en condiciones de sequía, donde el estrés hídrico puede causar

lesiones en las raíces, lo que facilita su entrada a la planta (Thatcher et al. 2016). En nuestro

trabajo  no  podemos  asegurar  la  funcionalidad  de  estos  aislamientos  de  F.  oxysporum.La
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inhibición de  H. decorticans en el ensayo de confrontación y  en el  de potencial osmótico

demuestran la plasticidad de esta especie frente a diferentes condiciones de cultivo.

Fusarium  redolens es  menos  conocido,  pero  también  presenta  características

interesantes respecto a su respuesta al  potencial  hídrico. Al igual que otros miembros del

género  Fusarium,  F. redolens  puede sufrir  una reducción en  su tasa  de crecimiento bajo

condiciones de estrés hídrico. Sin embargo, su capacidad para producir micotoxinas y causar

enfermedades se ve severamente afectada (Leslie y Summerell, 2006).

Para  el  caso  de Alternaria  alternata su  crecimiento  y  patogenicidad  es  altamente

dependiente  de  la  disponibilidad  de  agua  (Thomma,  2003).  Un potencial  hídrico  óptimo

favorece la germinación de esporas y el desarrollo de micelio, mientras que condiciones de

estrés hídrico pueden inhibir su crecimiento y virulencia (Rotem, 1994, Thomma, 2003).

Conclusión

Se  aislaron  e  identificaron  86  diferentes  hongos  endófitos  asociados  a  la  madera

diferenciada  en  plantines  de  N.  dombeyi cultivados  bajo  condiciones  contrastante  de

disponibilidad de agua y bajo estrés biótico causado por el  hongo fitopatógeno  Huntiella

decorticans. Se evaluó la capacidad de estos aislamientos para inhibir in vitro el crecimiento

del mencionado fitopatógeno, iniciando los estudios sobre los mecanismos que los hongos

endófitos involucran en estos procesos de interacción en ensayos con cultivos duales bajo

condiciones controladas.

El estudio permitió comprender mejor la compleja interacción entre hongos endófitos

y su planta hospedante. Los resultados evidencian que la diversidad y la actividad de los

hongos  endófitos  juegan  un  papel  crucial  en  la  capacidad  de  las  plántulas  para  tolerar

condiciones  adversas,  tales  como la  sequía  y  la  presencia  de  patógenos  como  Huntiella

decorticans. El aislamiento y la caracterización de diversos hongos endófitos, así como el

análisis  de  su  potencial  antagonista  frente  a H.  decorticans,  mostraron  que  Fusarium

oxysporum,  Alternaria alternata y  Pestalotiopsis biciliata  tienen la capacidad de inhibir el

crecimiento in vitro del patógeno. Sin embargo, al existir datos sobre aislamientos específicos

de  estos  taxones  como  fitopatógenos,  son  necesarios  estudios  adicionales  utilizando  los

aislamientos obtenidos en esta tesis para confirmar su habilidad como agentes controladores,

en cuanto se postulen para el desarrollo de bioinsumos para estrategias de manejo sostenible

de bosques afectados por sequía y enfermedades. En este sentido es de destacar la capacidad

del aislamiento de Pestalotiopsis biciliata para sintetizar metabolitos difusibles que inhiben el
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crecimiento de H. decorticans. Este hallazgo sugiere la posibilidad de evaluar la capacidad

antifúngica de compuestos  específicos sintetizados por  este  hongo. En lugar  de centrarse

únicamente en la interacción directa entre hongos en la confrontación, podría ser beneficioso

investigar  los metabolitos secundarios u otros compuestos bioactivos que estos producen.

Estos compuestos podrían ser utilizados como agentes antifúngicos naturales, proporcionando

una estrategia alternativa y complementaria para el manejo de enfermedades.

La interacción dinámica entre Nothofagus dombeyi  y sus hongos endófitos no solo

contribuye  a  la  resiliencia  de  las  plantas  frente  a  factores  abióticos  y  bióticos,  sino  que

también abre nuevas vías para el desarrollo de métodos de biocontrol que pueden mitigar los

impactos negativos del cambio climático y las infecciones patogénicas en los ecosistemas

forestales
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CAPÍTULO 2

Identificación de aislamientos del género Umbelopsis
y análisis de la producción de lípidos y lipasas

Introducción

Las  especies  de  Umbelopsis (Umbelopsidales,  Mucoromycotina,  Mucoromycota)

están  bien  documentadas  como  productores  de  lípidos  y  lipasas (Buráňová  et  al.  1990,

Shimizu & Jareonkitmongkol 1995, Gaspar et al. 1999, Chatzifragkou et al. 2011, Takó et al.

2012, Kotogán et al. 2014, Kosa et al. 2018, Dzurendova et al. 2020). Las patentes y cepas

comerciales de  Umbelopsis isabellina  y  Umbelopsis vinacea,  entre otras, se utilizan en la

industria  para  la  producción  de  lubricantes,  detergentes,  shampoo,  cosméticos  y

formulaciones de tensioactivos (Papanikolaou et al. 2007, Chatzifragkou et al. 2010, Song et

al.  2019,  El-Baz  et  al.  2021).  Aunque  la  clasificación  tradicional  interespecífica  de

Umbelopsis se basa principalmente en características morfológicas (Wang et al.  2015), la

identificación  mediante  técnicas  moleculares  basadas  en  ADN  reveló  que  taxones

morfológicamente similares a  Umbelopsis,  como  Mortierella sensu lato,  pertenecen a dos

grupos  monofiléticos  diferentes,  identificados  como  Mortierella  y  Umbelopsis  (Meyer  &

Gams 2003). Se ha informado que las especies de ambos géneros son saprótrofos que podrían

llegar a ser dominantes en el suelo forestal tras una perturbación (Sukdeo et al. 2019). Estos

organismos desempeñan un papel  crucial  en la  descomposición  de materia  orgánica  y el

reciclaje de nutrientes, lo que contribuye a la recuperación y sostenibilidad de los ecosistemas

forestales. Además, las especies de  Umbelopsis no sólo actúan como saprótrofos, sino que

también  tienen  la  capacidad  de  establecer  relaciones  endofíticas  con  diversas  plantas.

Investigaciones realizadas por Amos & Barnett (1966), Huang et al. (2015), Qin et al. (2018),

y Wang et al. (2017) han reportado que estas especies pueden habitar el interior de las plantas

sin causarles daño aparente, lo que sugiere un posible papel en la promoción del crecimiento

y  la  protección  contra  patógenos  ampliando  nuestro  entendimiento  sobre  la  diversidad

ecológica y funcional de Umbelopsis.

En  la  Patagonia,  existen  pocos  registros  de  Umbelopsis,  con  aislamientos

principalmente  provenientes  de  suelo  y  hojarasca,  cuya  identificación  se  basó  en  rasgos
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morfológicos (Cabello 1997, Martínez & Valenzuela 2003, Bruzone et al. 2015, Soteras et al.

2017,  Elíades  et  al.  2019).  Estos  registros  proporcionan  una  base  importante  para  el

conocimiento  de  la  presencia  de  Umbelopsis en  la  región.  Recientemente,  se  obtuvieron

aislamientos  de  Umbelopsis como  endófitos  de  la  albura  de  Nothofagus, lo  que  amplía

significativamente nuestra comprensión de la distribución y el comportamiento ecológico de

este  género  en  ambientes  patagónicos  (Molina  et  al.  2020).  Sin  embargo,  aún  no  hay

información  sobre  la  capacidad  de  los  aislamientos  de  Umbelopsis de  climas  fríos  para

producir   lípidos  y  lipasas,  compuestos  que  podrían  tener  un  gran  potencial  como

herramientas  biotecnológicas,  especialmente  considerando  los  estudios  previos  que  han

demostrado la utilidad de lípidos y lipasas producidos por hongos de este género en diversas

aplicaciones (Weinstein et al. 2000; Collins & Gerday 2017).

En este capítulo se utilizaron criterios moleculares para identificar taxonómicamente

aislamientos que son morfológicamente similares a los taxones  Mortierella y  Umbelopsis,

obtenidos de bosques patagónicos de Nothofagus. También se estudió la capacidad de estos

hongos para sintetizar lípidos y el potencial para producir lipasas extracelulares en diferentes

cultivos.

Materiales y métodos

Aislamientos utilizados

Se  utilizaron  doce  cultivos  de  hongos,  los  cuales  fueron  aislados  de  bosques

patagónicos de Nothofagus y previamente identificados como Mortierella de la colección del

Instituto  de  Botánica  Carlos  Spegazzini,  y  Umbelopsis  de  la  colección  del  Centro  de

Investigación  y  Extensión  Forestal  Andino  patagónico  (Tabla  8).  Ocho  de  estos  fueron

aislados como endófitos en la albura y raíces de árboles de Nothofagus dombeyi (Molina et al.

2020) y 3 de suelo (Cabello 1997). Los aislamientos se mantuvieron a 4 °C en medio MEA

(extracto de malta 2%, levadura extracto 0,2% y agar 2%). 

Tabla 8. Aislamientos utilizados en este estudio, indicando datos de recolección y sustratos.

Número de
colección

Sustrato/Hospedante Origen Lugar

CIEFAPcc 681 Nothofagus dombeyi Albura  de  árbol
decaído

Lago  Menéndez,
PNLA

CIEFAPcc 684 Nothofagus dombeyi Albura de árbol vivo Cerro Alto el Petiso,
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PNLA
CIEFAPcc 685 Nothofagus dombeyi Albura  de  árbol

decaído
Lago  Menéndez,
PNLA

CIEFAPcc 686 Nothofagus dombeyi Raíz Río Alerce, PNLA
CIEFAPcc 687 Nothofagus dombeyi Albura  de  árbol

decaído
Lago  Menéndez,
PNLA

CIEFAPcc 688 Nothofagus pumilio Albura de árbol vivo Cerro  El  Riscoso,
PNLA

CIEFAPcc 689 Nothofagus pumilio Albura  de  árbol
decaído

Cerro Alto el Petiso,
PNLA

CIEFAPcc 690 Nothofagus dombeyi Albura de árbol vivo Lago  Menéndez,
PNLA

CIEFAPcc 691 Nothofagus pumilio Raíz Cerro  El  Riscoso,
PNLA

LPSc 36 Nothofagus dombeyi Suelo de bosque Ushuaia, TdF
LPSc 520 Nothofagus dombeyi Suelo de bosque Río  Pipo,  Ushuaia,

TdF
LPSc521 Nothofagus dombeyi Suelo de bosque Río  Pipo,  Ushuaia,

TdF

Abreviaciones: PNLA, Parque Nacional Los Alerces (Chubut,  Argentina);  TdF, Tierra del

Fuego,  (Argentina),  CIEFAPcc,  Colección  de  Cultivos  del  Centro  de  Investigación  y

Extensión  Forestal  Andino  patagónico;  LPSc,  Instituto  de  Botánica  Carlos  Spegazzini,

Colección de la Universidad Nacional de La Plata.

Identificación morfológica

La caracterización  morfológica  se  realizó  con  base  en  el  cultivo  y  características

microscópicas después de 7 días en medio agar extracto de malta (AEM). Para estimular la

esporulación,  los  aislamientos se  cultivaron en placas  de agar  agua y se mantuvieron en

oscuridad a 28 °C hasta 20 días. Para observar las características microscópicas (estructuras

reproductivas y vegetativas), se montaron filamentos de micelio en solución de floxina y se

observaron al microscopio óptico (Modelo Leica DM 250 LED).

Identificación molecular

El  ADN  genómico  total  se  extrajo  mediante  la  técnica  de  CTAB  (bromuro  de

cetiltrimetilamonio) con el protocolo de Doyle y Doyle (1990) modificado, utilizando micelio

(ca.100 mg) del mismo cultivo utilizado para la descripción morfológica. Los pellets de ADN

se  secaron  al  aire  y  se  resuspendieron  en  70  μL de  agua  ultrapura.  Para  comprobar  la

concentración de ADN, se utilizó una placa Multiskan™ SkyHigh  μDrop (Thermo Fisher

Scientific, EE. UU.) y la integridad se examinó en geles de agarosa al 0,8%. Se analizaron
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dos regiones genéticas: se amplificó la región del espaciador interno transcrito 1 5.8S, del

espaciador interno transcrito 2 (ITS) con los primers ITS1 e ITS4 (White et al. 1990); y parte

de la región de la subunidad mayor del gen r28S del ADN ribosómico (LSU) con los primers

LROR y LR5 (Vilgalys y Hester 1990). Las reacciones se realizaron en un volumen total de

25 µL, con 1 µL de ADN molde, 9 µL de agua ultrapura estéril, 1,25 µL de primer forward y

reverse, y 12,5 µL de Promega GoTaq Green Master Mix (Promega, Madison, WI, EE.UU.).

Para ITS, el programa de amplificación incluyó desnaturalización inicial a 94 °C durante 3

min, seguido de 32 ciclos de amplificación a 94 °C durante 30 s, 55 °C durante 30 s, 72 °C

por 90 s, y una extensión final a 72 °C por 10 min. Para LSU, el programa de amplificación

implicó la desnaturalización a 96 °C durante 2 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C durante 30

s, 55 °C durante 30 s, 72 °C durante 60 min y un paso de extensión final a 72 °C durante 10

min (Wagner et  al.  2013). Para comprobar la concentración de los productos de PCR, se

utilizó una  placa  Multiskan™ SkyHigh  μDrop (Thermo Fisher  Scientific,  EE.  UU.).  Los

productos de PCR fueron purificados y secuenciados en CERELA-CONICET (San Miguel de

Tucumán, Argentina). Las secuencias obtenidas se verificaron manualmente usando MEGA

10.1.5 (Kumar et al. 2018). Se realizaron búsquedas BLAST utilizando el algoritmo BLASTn

para  recuperar  secuencias  similares  de  GenBank  (www.ncbi.nlm.nih.gov).  Los  análisis

filogenéticos se realizaron utilizando máxima verosimilitud (ML) con el programa RAxML

7.2.8 (Stamatakis 2014) e inferencia bayesiana (BI) con Mr. Bayes v3.2.7 (Ronquist et al.

2012). Se seleccionaron modelos de sustitución para cada conjunto de datos con el criterio de

información  de  Akaike  (AIC)  utilizando  jModelTest  3.7  (Posada  2008).  Para  BI,  se

ejecutaron cuatro cadenas MCMC simultáneamente en MrBayes v3.2.7 desde un árbol de

inicio aleatorio durante 5.000.000 generaciones. Se tomaron muestras de árboles cada 1000

generaciones. Se descartaron los árboles muestreados del primer 15% de las generaciones.

Las probabilidades posteriores se calcularon a partir  de un árbol de consenso generado a

partir  de los árboles  restantes.  El  árbol  generado en este  análisis  se editó  en el  software

FigTree V1.4.2 (Yrew Rambaut, Instituto de Biología Evolutiva, Universidad de Edimburgo).

Mortierella verticillata CBS 220.58 (JN943795/JN940873) fue elegida como grupo externo,

siguiendo el protocolo utilizado por Wang et al.  (2014). Las secuencias generadas en este

estudio  se  depositaron  en  GenBank  (ITS:  OP380965  a  OP380976,  LSU:  OP381093  a

OP381100) y los alineamientos en TreeBASE (https://treebase.org) (ID de estudio 30057).
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Análisis del crecimiento y producción de lípidos en medio
sólido

Para evaluar el crecimiento fúngico se inocularon discos de agar de 6 mm de diámetro

de cada aislamiento puro en cajas de Petri 2 medios agarizados distintos: medio AEM (agar

extracto de malta) y un medio que promueve la síntesis de lípidos que contenía 80 g de

glucosa, 10 g de extracto de levadura, 4 g de KH2PO4, 3 g de NaNO3, 0,1 g de MgSO4·7H2O

y 20  g  de  agar  por  litro  de  agua  destilada,  ajustado  a  pH 7,  siguiendo  el  protocolo  de

Papanikolaou et al. (2004) modificado. El crecimiento fúngico se estimó midiendo el radio

del micelio (cm) durante 7 días para cada tratamiento. Posteriormente se tomó una porción de

micelio de los cultivos para observación microscópica. Los lípidos neutros contenidos en el

micelio se observaron bajo un microscopio de fluorescencia (Modelo Leica DM 250 LED)

con fluoróforo BODIPY, en dilución 1/500 del colorante en tampón PBS, utilizando cubos de

filtro  de  excitación y emisión  adecuados (Wang et  al.  2018).  La tinción se llevó a  cabo

durante 20 min a temperatura ambiente.

Crecimiento de hongos y producción de lípidos en medio
líquido

Para analizar la síntesis de lípidos, los experimentos se realizaron en Erlenmeyer de

250 ml  que  contenían  25  ml  de  medio  compuesto  por  (g/l):  80  glucosa,  10  extracto  de

levadura, 4 KH2PO4, 3 NaNO 3 y 1 MgSO4·7H2O, y se incubaron a 25 °C durante 2 días.

Para la determinación del peso seco, el micelio del hongo se recogió mediante filtración, se

lavó dos veces con agua destilada y se secó en estufa a 40-50 °C hasta peso constante. Para

determinar el contenido de lípidos, se molió el micelio seco hasta obtener un polvo fino en un

homogeneizador  de  células  y  tejidos  MP Bio  FASTPREP®-24  y  luego  se  extrajo  con

cloroformo/metanol  (1:2),  siguiendo  a  Folch  et  al.  (1957).  Después  de  la  extracción,  el

solvente se eliminó por evaporación. La cantidad total de lípidos celulares (g/l) extraída de la

biomasa seca se expresó como gramos de lípidos totales por litro de medio. La biomasa seca

(g/l) se expresó como gramos de biomasa por litro de medio y el porcentaje de lípidos totales

(%) se calculó como el contenido de lípidos por biomasa seca. 

Análisis de lípidos totales en aislamientos seleccionados. 

Los perfiles lipídicos de los aislamientos que mostraron una alta producción de lípidos

en medio líquido se determinaron mediante cromatografía en capa fina (TLC): se aplicó un
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extracto de cada hongo a una placa de gel de sílice poliéster Polygram SIL G 40 × 80 mm

(Macherey–Nagel, Alemania) usando una mezcla de solventes (70 hexano, 30 éter etílico, 1

ácido acético) como fase móvil. El perfil lipídico se observó sumergiendo la placa en una

solución de ácido sulfúrico en etanol al 5% y luego exponiendo la placa a 180 °C. Para la

identificación de las bandas, los estándares utilizados fueron (Nu-Chek-Prep Inc. EE. UU.)

alcohol  estearílico  (ROH),  tripalmitato  de  glicerilo  (TG),  palmitato  de  colesterol  (EE),

colesterol  (E),  ácido  palmítico  (FFA),  glicerilo  dipalmitato  (DG)  y  monopalmitato  de

glicerilo  (MG).  La  cuantificación  relativa  de  las  bandas  correspondientes  a  los  lípidos

individuales  se  realizó  mediante  densitometría,  utilizando  el  software  ImageJ  (NIH,  EE.

UU.).

Análisis de ácidos grasos de LPSc 521 con cromatografía
gaseosa. 

A partir  de  los  resultados  de  obtenidos  en  el  apartado  anterior,  se  seleccionó  el

aislamiento LPSc 521 para la cuantificación de ácidos grasos libres (AGL) y los esterificados

en triglicéridos,  diglicéridos,  monoglicéridos  y esteroles.  La  extracción de  lípidos  totales

utilizando micelio como fuente se realizó siguiendo la técnica de Folch (cloroformo/metanol

2:1 v/v) (Folch et al. 1957). El extracto lipídico resultante se evaporó hasta sequedad en una

atmósfera de gas nitrógeno. El extracto seco obtenido se saponificó utilizando una solución

de  hidróxido  de  potasio  al  10%  en  metanol,  para  eliminar  esteroles  y  otros  lípidos

insaponificables. El material insaponificable se eliminó con hexano. Posteriormente, la fase

saponificada se acidificó con HCl para convertir los jabones potásicos de los ácidos grasos en

FFA.  Estos  FAA finalmente  se  extrajeron  usando  hexano  y  se  transformaron  en  ésteres

metílicos usando BF 3/metanol al 10% a 80 °C durante 30 min. El estándar analítico utilizado

fue Supelco® 37 Component FAME Mix. El porcentaje de cada área de cada pico se calculó

con respecto al  área de pico total  del cromatograma y se usó el  tiempo de retención del

estándar para la identificación del compuesto.

Evaluación  del  crecimiento  fúngico  y  actividad  lipasa
extracelular en medio sólido

Para evaluar el crecimiento fúngico y la actividad lipasa se inocularon discos de agar

de  6  mm de  diámetro  de  cada  aislamiento  puro  en  cajas  de  Petri  3  medios  agarizados

distintos:  medio MEA (agar extracto de malta),  medio agarizado que contenía,  en g/l,   5
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peptona, 1 KH2PO4 y 0,1 MgSO4, suplementado con una emulsión de aceite de oliva al 2%

como inductor de la síntesis de lipasas , y un medio promotor de la síntesis de lípidos que

contenía 80 g de glucosa, 10 g de extracto de levadura, 4 g de KH2PO4, 3 g de NaNO3, 0,1 g

de MgSO4·7H2O y 20 g de agar por litro de agua destilada, ajustado a pH 7, siguiente el

protocolo  de  Papanikolaou  et  al.  (2004)  modificado.  El  crecimiento  fúngico  se  estimó

midiendo el diámetro del micelio (cm) para cada tratamiento. Para analizar la actividad de la

lipasa se utilizaron 3 medios con diferentes fuentes de carbono: Tween 20 o Tween 80 como

única fuente de carbono, según Hankin & Anagnostakis (1975), y emulsión de 2% de aceite

de oliva (Burkert et al. 2004). La actividad lipolítica con Tween 20 o Tween 80 se indicó de

dos maneras:  un precipitado visible de la sal  de calcio formada por el  ácido graso de la

reacción  de  hidrólisis,  o  una  zona  de  aclaramiento  alrededor  de  la  colonia  debido  a  la

degradación completa  de la  sal  del  ácido graso.  El  medio con 2% de aceite  de oliva  se

preparó con rojo de fenol como indicador de pH, según Lee et al. (2015). La actividad de la

lipasa en este medio estuvo indicada por un cambio en el color del medio: el indicador se

volvió  amarillo  cuando  el  pH  era  ácido,  debido  a  la  liberación  de  ácidos  grasos  de  la

hidrólisis del aceite de oliva. La actividad enzimática se calculó como el cociente del radio

del halo de precipitación/aclaramiento o el área de cambio de color debido al indicador de

pH, y el radio de crecimiento (Colen et al. 2006).

Análisis del efecto de diferentes aditivos sobre la actividad
lipasa en medio de cultivo líquido

Para evaluar la inducción de la actividad de la lipasa en aislamientos de Umbelopsis

los ensayos se realizaron en un Erlenmeyers de 250 ml que contenían 100 ml de medio basal

compuesto por (g/l) 2 glucosa, 5 peptona, 1 KH2PO4 y 0,1 MgSO4, suplementado con aceite

de oliva al 2% (v/v), y aserrín de Nothofagus sp. o tierra forestal al 2% (p/v). La actividad de

la lipasa extracelular se midió mediante análisis titrimétricos utilizando aceite de oliva (10%)

como sustrato, se emulsionó con goma arábiga (10% p/v) y CaCl2 en buffer fosfato (pH 7,0)

según Rigo et al. (2010), o análisis espectrofotométrico utilizando el sustrato específico éster

de ácido 1,2-O-dilauril-rac-glicerol-3-glutárico-(6′-metilresorufina) (Wiener-Lab, Argentina)

(Panteghini et al. 2001). El método titrimétrico se analizó mediante titulación con NaOH 0,1

M  utilizando  rojo  fenol  como  indicador,  según  Kashmiri  et  al.  (2006).  El  método

espectrofotométrico  implicó  el  agregado  de  100  μl  de  sobrenadante  libre  de  células,

previamente centrifugado para separar la biomasa, 50 µl de tampón Tris-HCl 400 mM, pH
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7.5, que contenía CaCl2 10 mM, y 30 µl del reactivo colorimétrico. La absorción molar de la

metil resorufina a 580 nm fue de 62.300 l/mol/cm. La reacción se leyó durante 24 h a 25 °C,

en un lector de microplacas Multiskan™ SkyHigh (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.). La

actividad de la  lipasa extracelular  se  expresó  en unidades  por  ml  de medio (U/ml).  Una

"unidad de  lipasa"  (U)  se  definió  como la  cantidad de enzima que  liberaba  un  μmol  de

sustrato por minuto en las condiciones especificadas.

Análisis  estadístico de crecimiento,  actividad de lipasa y
producción de lípidos

Todos  los  experimentos  se  realizaron  por  triplicado.  Se  determinaron  los  valores

medios y el error estándar. Los datos sobre el contenido de lípidos y la actividad de la lipasa

se  sometieron  a  un  ANOVA unidireccional.  Las  diferencias  detectadas  por  ANOVA se

analizaron mediante la prueba de Tukey. Se examinó la normalidad de los datos (prueba de

ShapiroWilks modificada, α = 0.05) y la homocedasticidad (prueba de Levene, α = 0.05). Se

realizaron  análisis  no  paramétricos  cuando  los  conjuntos  de  datos  no  cumplían  con  el

supuesto  de  homocedasticidad,  utilizando  la  prueba  no  paramétrica  de  Kruskal  Wallis

(α=0.05). Todos los análisis se realizaron con el software Infostat (Di Rienzo et al. 2010). Las

figuras se crearon con GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA).

Resultados

Identificación de los aislamientos

Los  aislamientos  CIEFAPcc  681,  CIEFAPcc  684  y  CIEFAPcc  685  presentaron

esporangiosporas  globosas  ramificadas,  sin  esporas,  con  gotas  de  aceite,  micelio  blanco

adpreso en medio agar extracto de malta, como las descritas para  U. nana (Mahoney et al.

2004). Los aislamientos CIEFAPcc 687, 688, 689 y 690 también presentaron esporangióforos

ramificados, pero más largos que los aislamientos antes mencionados, esporangios globosos

multiesporados y ausencia de clamidosporas.  Estas  características están asociadas  con U.

changbaiensis  (Wang et al. 2022). Los aislamientos CIEFAPcc 691 y LPSc 36 presentaron

esporangióforos  ramificados,  esporangios  globosos  con  esporangiosporas  multiangulares,

clamidosporas que contienen gotas de aceite,, micelio adpreso de color blanco en medio agar

extracto  de  malta.  Los  aislamientos  CIEFAPcc  686,  LPSc  520  y  LPSc  521  presentaron

grandes esporangióforos, no ramificado en CIEFAPcc 686 y ramificados simples en LPSc

62



520 y LPSc 521, esporangios multiesporados,  esporas  elipsoidales y columela presentes  y

micelio blanco adpreso. Todas las características y estructuras se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9. Características morfológicas de los hongos estudiados.

Número de
colección

Características
macroscópicas del

cultivo
Características microscópicas

CIEFAPcc
681

Aéreo algodonoso blanco
Esporangióforo  corto  y  ramificado.  Esporangiola
globosa con depósito de aceite.

CIEFAPcc
684

Aéreo algodonoso blanco
Esporangióforo  corto  y  ramificado.  Esporangiola
globosa con depósito de aceite.

CIEFAPcc
685

Blanco algodonoso
Esporangiosporas  cortas  y  ramificadas.
Clamidosporas presentes. Esporangiola globosa con
depósito de aceite.

CIEFAPcc
687

Primero blanco y luego
algo rosado, no aéreo

Esporangióforo  ramificado.  Esporangios  globosos
con múltiples esporas

CIEFAPcc
688

Primero blanco y luego
algo de rosa alrededor del

inóculo

Esporangióforo  ramificado.  Esporangios  globosos
con múltiples esporas

CIEFAPcc
689

Blanco, no aéreo
Esporangióforo  ramificado.  Esporangios  globosos
con múltiples esporas

CIEFAPcc
690

Blanco, no aéreo
Esporangióforo  ramificado.  Esporangios  globosos
con múltiples esporas

CIEFAPcc
691

Blanco, adpreso
Esporangióforo  simple  y  ramificado.  Esporangios
globosos y multiesporados. Esporas angulares

LPSc 36 Blanco, adpreso
Esporangióforo  ramificado.  Esporangios  globosos
con múltiples esporas. Esporangiosporas angulares

CIEFAPcc
686

Gris a rosado, adpreso
Esporangióforo grande y no ramificado. Esporangios
globosos. Columela presente

LPSc 520 Blanco, adpreso
Esporangióforo  simple  y  ramificado.  Esporangios
globosos  y  multiesporados.  Esporangiosporas
angulares

LPSc 521 Blanco, adpreso
Esporangióforo ramificado. Esporangios globosos y
multiesporados. Esporangiosporas angulares

Identificación molecular

Para este estudio se generaron doce nuevas secuencias ITS y ocho nuevas LSU. El

conjunto de datos ITS incluía 44 secuencias y 574 caracteres, incluidos los espacios. El mejor

modelo  para  la  sustitución  de  nucleótidos  fue  un  modelo  GTR + G +  I.  La  desviación

estándar promedio de las frecuencias divididas de BI fue 0.001519. Los análisis de ML y BI

fueron congruentes. El árbol bayesiano para la región ITS con BPP (≥90%) y MLB (≥75%)

se muestran en la Fig 15. Cuatro especies fueron identificadas:  Umbelospis changbaiensis

(CIEFAPcc 687, CIEFAPcc 688, CIEFAPcc 689, CIEFAPcc 690), agrupados dentro del clado
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U. changbaiensis (MLB = 99, BP pvalor = 0,99); Umbelopsis vinacea (CIEFAPcc 691, LPSc

36), agrupada con el epitipo U. vinacea CBS 212.31 (MLB = 99, BP pvalor = 0,94), dentro

del clado U. changbaiensis (MLB = 99, BP pvalor = 1);  Umbelopsis nana (CIEFAPcc 681,

CIEFAPcc 684, CIEFAPcc 685) agrupados dentro del complejo  U.nana/dimorpha (MLB =

98, BP pvalor = 0,99); y  Umbelopsis ramaniana (CIEFAPcc 686) y Umbelopsis sp. (LPSC

520, LPSc 521) (MLB = 96, BPpvalor = 0,92) agrupados dentro el clado U. ramanniana.

LPSc  520  y  LPSc  521  agrupados  en  un  grupo  fuertemente  apoyado  con  Umbelospis

“vinacea” CBS 913.85 (raíz de Picea abies en la antigua Alemania Occidental) y Umbelopsis

sp. SNW-2018d (MLB = 92, BPpvalor = 0,88) (Figura 1). El conjunto de datos combinado de

ITS y LSU incluyó 33 colecciones de hongos y 931 caracteres, incluidos los gaps. El mejor

modelo para la partición combinada ITS y LSU fue un modelo GTR+G+I. El árbol bayesiano

con ambos BPP (≥95%) y MLB (≥75%) se muestran en la Fig  2.  Los resultados de los

análisis ML y Bayesianos fueron muy concordantes. El árbol bayesiano concatenados de ITS

y LSU con BPP (≥90%) y MLB (≥75%) se muestra en la Fig 16. Se identificaron cuatro

especies:  Umbelospis changbaiensis (CIEFAPcc 687, CIEFAPcc 689);  Umbelopsis vinacea

(LPSc 36) agrupada con el epitipo U. vinacea CBS 212.31 (MLB = 77, BPpvalor = –) dentro

del clado U. changbaiensis (MLB = 96, BPpvalor = 0,99); Umbelopsis nana (CIEFAPcc 681,

CIEFAPcc  684 y  CIEFAPcc  685)  agrupados  en  el  clado  del  complejo  U.nana/dimorpha

(MLB = 100, BPpvalor = 0,95); y Umbelopsis ramaniana (CIEFAPcc 686) y Umbelopsis sp.

(LPSc  520  y  LPSc  521)  (MLB =  99,  BPpvalor  =  0,97)  agrupados  dentro  del  clado  U.

ramanniana.
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Fig  15.  Posición  filogenética  de  los  aislamientos patagónicos  analizados  y  otros

pertenecientes a cepas de referencia con base en el conjunto de datos ITS, utilizando análisis

de Máxima Verosimilitud y Bayesiano. No se indican valores de bootstrap inferiores al 75%

ni valores de probabilidad posterior inferiores a 0,90. Outgroup: Mortierella verticillata CBS

220.68
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Fig  16.  Posición  filogenética  de  los  aislamientos  patagónicos  analizados  y  otros

pertenecientes a cepas de referencia según el conjunto de datos concatenados de ITS y LSU,

utilizando análisis de Máxima Verosimilitud y Bayesiano. No se indican valores de bootstrap

inferiores  al  75%  ni  valores  de  probabilidad  posterior  inferiores  a  0,90.  Outgroup:

Mortierella verticillata CBS 220.68

Análisis del crecimiento y producción de lípidos en medio
sólido

Los datos sobre el crecimiento en cultivos de agar se muestran en la Tabla 10. De

todos los aislamientos, LPSc 521 (U. ramanniana) mostró el mayor crecimiento en AEM

(3,25 cm),  mientras  que  el  aislamiento  CIEFAPcc 691 de  U. vinacea presentó  el  menor

crecimiento (1,83 cm, pvalor < 0,0001).  En el  medio promotor de lípidos con exceso de

glucosa, el mayor crecimiento se observó en CIEFAPcc 681 de U. nana (2,63 cm) y el menor

en CIEFAPcc 690 de U. changbaiensis (1,75 cm, pvalor = 0,0009).
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Tabla 10.  Valores de crecimiento de la colonia de los aislamientos en agar malta y en el

medio inductor de lípidos.

Especie
Número de
aislamiento

Medio Agar
malta

Medio inductor de
lípidos

Umbleopsis nana

CIEFAPcc 681 2.48± 0.29 abcd 2.63±0.13 e

CIEFAPcc 684 2.65±0.13 bcde 1.95±0.13 ab

CIEFAPcc 685 1.85±0.06 a 2.38±0.41 bcde

Umbelopsis
changbaiensis

CIEFAPcc 687 2.45± 0.06 abc 2.18±0.13 abcd

CIEFAPcc 688 2.30±0.22 ab 2.05±0.06 abc

CIEFAPcc 689 2.93±0.05 cde 2.23±0.21 bcde

CIEFAPcc 690 2.45±0.06 abc 1.75±0.13 a

Umbelopsis vinacea
CIEFAPcc 691 1.83±0.22 a 2.38±0.10 cde

LPSc  36 2.95±0.06 de 2.48±0.28 de

Umbelopsis ramanniana

CIEFAPcc 686 2.55± 0.19 abcd 2.20±0.24 abcd

LPSc 520 3.00±0.08 de 2.30±0.22 bcde

LPSc 521 3.25±0.13 e 2.55±0.10 de

Los datos representan valores medios de experimentos por triplicado ± DE. Letras diferentes

hacen  referencia  a  diferencias  significativas  (pvalor  <   0,05)  entre  aislados  para  cada

tratamiento. El crecimiento se calculó midiendo el radio de la colonia (cm) luego de 7 días de

incubación

La acumulación de lípidos neutros en el micelio se observó al microscopio utilizando

el colorante fluorescente BODIPY (Fig  17). Aunque los resultados son preliminares, después

de 10 días el aislamiento LPSc 521 parecía contener lípidos cuya intensidad fluorescente era

mayor que las de CIEFAPcc 681 y CIEFAPcc 689.
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Fig  17. Estructuras  diferenciadas  por  aislamientos  seleccionados  teñidos  con  tinte

fluorescente  BODIPY,  vistas  con  el  microscopio  de  epifluorescencia.  A  LPSc  521,  B

CIEFAPcc 681, CIEFAPcc 689

Crecimiento del hongo y producción de lípidos en medio
líquido

 Para la determinación de lípidos totales, se seleccionaron U. ramanniana LPSc 521,

U. nana CIEFAPcc 681 y U. changbaiensis CIEFAPcc 689 debido a que mostraron las tasas

de crecimiento más altas en la mayoría de los medios probados (Tabla 18). Los lípidos totales

extraídos en diferentes tiempos de incubación se muestran en la Fig  10. LPSc 521 presentó la

mayor biomasa y producción total de lípidos a las 288 h de incubación: 36.28 g/l y 16.40 g/l,
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respectivamente.  Para el  aislamiento CIEFAPcc 681,  la  mayor producción de biomasa se

observó a las 288 h de incubación (25.16 g/l), mientras que la mayor producción total de

lípidos fue a las 240 h (10.60 g/l). La menor biomasa (10.16 g/l a 288 h de incubación) y

producción de lípidos (3.56 g/l a 240 h de incubación) se observaron para U. changbaiensis

CIEFAPcc 689. El porcentaje de producción de lípidos por masa seca fue similar para U.

nana (34.01%) y U. changbaiensis (33.86%), pero la cantidad total de lípidos fue mayor para

U. nana (4.32 g/l). El análisis cinético mostró una disminución de los lípidos totales después

de la fase de crecimiento en U. nana y U. changbaiensis. Para el aislamiento LPSc 521, los

lípidos  aumentaron  continuamente  durante  el  período  de  incubación  (Fig  18).  No  hubo

diferencias estadísticamente significativas entre los porcentajes de producción de lípidos a las

240 h de incubación (valor de pvalor > 0.05).

Fig 18.  Evolución temporal de la  biomasa (símbolos cerrados) de los aislados LPSc 521

(círculo),  CIEFAPcc 681 (cuadrado) y CIEFAPcc 689 (triángulo)  y sus lípidos (símbolos

abiertos), creciendo en cultivo líquido. Los datos representan valores medios de experimentos

por triplicado.
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Análisis de lípidos totales en los aislamientos seleccionados

Los triglicéridos (TG) fueron el  tipo de lípidos más abundante en  U. ramanniana

LPSc 521, mientras que los más abundantes en U. nana CIEFAPcc 681 y U. changbaiensis

CIEFAPcc 689 fueron los ácidos grasos insaturados libres (Tabla 11). 

Tabla 11. Porcentajes de lípidos totales del análisis de bandas de TLC

LPSc 521 CIEFAPcc 681 CIEFAPcc 689

Monoglicérido (MG) 1.13± 0.75 1.30± 0.00 0.77±0.03

Diglicérido (DG) 0.66± 0.43 0.51± 0.00 0.28±0.20

Triglicérido (TG) 36.67±5.79 29.25± 0.00 26.62±1.43

Esteroles (E) 22.26±2.46 26.53±0.00 29.10±1.23

Ácido graso insaturado libre I 4.21±0.60 1.90± 0.00 6.22±0.46

Ácido graso insaturado libre II 29.95±3.87 34.20± 0.00 33.90±1.18

Ácido graso saturado libre (FA) 0.96± 0.36 2.73±0.00 2.05±0.10

Ésteres de esteroles (EE) 4.1± 0.00 3.58± 0.00 2.61±0.84

Los datos representan valores medios de experimentos por triplicado del porcentaje relativo

de las áreas de la banda. Los valores CIEFAPcc 681 corresponden a una sola muestra.

Análisis de ácidos grasos de LPSc 521 con cromatografía
gaseosa 

Los ácidos grasos libres LPSc 521 se expresan en la Tabla 12, y los cromatogramas

del análisis GC-FID se muestran en la Fig 19. El ácido  γ-linolénico (6,9,12-C18:3) fue el

ácido graso predominante. El ácido oleico (9-C18:1), el ácido palmítico (C16:0) y el ácido

linoleico (9,12-C18:2) también se encontraron en altas concentraciones, mientras que el ácido

esteárico  (C18:0),  el  ácido  mirístico  (C14  :0),  ácido  palmitoleico  (9-C16:1)  y  ácido  α-

linolénico (9,12,15-C18:3) se detectaron en concentraciones más bajas.

Tabla 12.  Análisis GC-FID de los ésteres metílicos de ácidos grasos del aislamiento LPSc

521

N Ácido graso Tiempo de retención área %

1 ácido láurico C12:0 2.7 0.2
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2 ácido mirístico C14:0 4.3 2.2

3 ácido palmítico C16:0 6.9 18.0

4 ácido palmitoleico 9-C16:1 (n7) 7.3 2.0

5 ácido margárico C17:0 8.6 0.1

6 ácido esteárico C18:0 10.5 2.2

7 ácido oléico 9-C18:1 (n9) 10.9 24.6

8 ácido linoléico 9,12-C18:2 (n6) 11.9 17.6

9 ácido 𝛄-linolénico 6,9,12-C18:3 (n6) 12.5 30.6

10 ácido 𝝰-linolénico 9,12,15-C18:3 (n3) 13.2 1.1

11 ácido araquidónico C20:0 14.8 0.2

12 ácido gadoléico C20:1 15.2 0.3

Fig 19.  Análisis  GC-FID (cromatografía de gases – detector de ionización de llama) que

muestra picos de ácidos grasos del aislamiento LPSc 521.
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Evaluación  del  crecimiento  fúngico  y  actividad  lipasa
extracelular en medio sólido

Los datos sobre el crecimiento en cultivo agarizado se muestran en la Tabla 13. En

medio aceite de oliva, el mayor crecimiento también se encontró para el aislamiento LPSc

521 (2,05 cm), y el menor para el aislamiento CIEFAPcc 690 de U. changbaiensis (1.14 cm;

valor de pvalor = 0.0001). En los medios que contenían Tween 20 y Tween 80, el nivel de

actividad  más  alto  se  encontró  para  CIEFAPcc  686  de  U. ramanniana  (2.82  y  2.29  cm

respectivamente), y el más bajo fue para CIEFAPcc 684 de U. nana (1.38 y 1.10 cm, pvalor <

0.0001). En Tween 20, LPSc 520 y LPSc 521, los aislamientos no mostraron actividad. La

actividad de las especies con sustrato de Tween se muestra en la Fig  20. En el medio aceite

de oliva, LPSc 521 mostró el mayor nivel de actividad (1.83 cm) mientras que CIEFAPcc 689

de U. changbaiensis presentó el menor (1.19 cm; pvalor = 0.0263).

Tabla 13. Actividad lipasa en medios sólidos.

Especie
Número de
aislamiento

Tween 20 Tween 80
Medio con

aceite de oliva

Umbelopsis
nana

CIEFAPcc 681 1.67 ± 0.05 ab 1.39 ± 0.02 abc 1.15 ± 0.08 ab

CIEFAPcc 684 2.33 ± 0.18 c 1.91 ± 0.14 c 1.20 ± 0.14 abc

CIEFAPcc 685 1.38 ± 0.15 a 1.10 ± 0.01 a 1.27 ± 0.05 abc

Umbelopsis
changbaiensis

CIEFAPcc 687 2.00 ± 0.08 bc 1.72 ± 0.20 bc 1.12 ± 0.08 ab

CIEFAPcc 688 2.13 ± 0.16 bc 1.32 ± 0.09 ab 1.11 ± 0.05 ab

CIEFAPcc 689 1.96 ± 0.10 abc 1.45 ± 0.40 c 1.09 ± 0.04 a

CIEFAPcc 690 1.97 ± 0.14 bc 1.40 ± 0.11 abc 1.36 ± 0.09 bc

Umbelopsis
vinacea

CIEFAPcc 691 2.12 ± 0.04 bc 1.75 ± 0,24 c 1.25 ± 0.07 abc 

LPSc 36 1.89 ± 0.30 bc 1.35 ± 0.13 abc 1.30 ± 0.11 abc

Umbelopsis
ramanniana

CIEFAPcc 686 2.82 ± 0.26 d 2.29 ± 0.42 d 1.33 ± 0.20 abc

LPSc 520 N/D 1.11 ± 0.01 a 1.49 ± 0.30 bc

LPSc 521 N/D 1.12 ± 0.02 a 1.83 ± 0.09 c

Los datos representan valores medios de experimentos por triplicado ± DE. Letras diferentes

hacen  referencia  a  diferencias  significativas  (pvalor  <   0.05)  entre  aislados  para  cada

tratamiento. La actividad enzimática se calculó como el cociente del halo hidrolítico (en cm)

y el radio de crecimiento (en cm). Abreviatura: N/D: actividad no detectada
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Fig 20. Actividad lipasa en medio sólido con Tween 20 y Tween 80 de los aislamientos

CIEFAPcc 684 (U. nana), CIEFAPcc 687 (U. changbaiensis), CIEFAPcc 691 (U. vinacea) y

CIEFAPcc 686 (U. ramanniana).
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Análisis del efecto de diferentes aditivos sobre la actividad
lipasa en medio de cultivo líquido

Utilizando el método espectrofotométrico, la actividad lipasa de CIEFAPcc 686 (U.

ramanniana)  fue  significativamente  mayor  que  la  de  los  demás  aislamientos  analizados

cuando se cultivaron con aceite de oliva (valor pvalor = 0.0398) y aserrín de  Nothofagus

(valor  pvalor  =  0.0493).  Utilizando  el  mismo  método,  el  aislamiento  LPSc  520  (U.

ramanniana) mostró altos niveles de actividad cuando se cultivó con suelo de bosque de

Nothofagus como  aditivo  medio  (1.438  U/l;  valor  de  pvalor  =  0.0293).  En  el  método

titrimétrico, el aislamiento CIEFAPcc 691 (U. vinacea) mostró el mayor nivel de actividad en

la  presencia  de  aceite  de  oliva  (0.090 U/ml;  valor  de  pvalor  = 0.0317),  mientras  que el

aislamiento LPSc 521 (U. ramanniana) presentó el nivel más alto para aserrín de Nothofagus

(0.113  U/ml;  valor  de  pvalor  =  0.0230).  No  hubo  diferencias  estadísticas  entre  los

aislamientos en medio suplementado con suelo de Nothofagus (valor pvalor = 0.0944), pero

el mayor nivel de actividad se observó para CIEFAPcc 686 U. ramanniana (0.061 U/ml), y el

más bajo para LPSc 520 (0.012 U/ml).  ml).  Todos los valores se muestran en la Fig 21.

Analizado a  nivel  de especie,  el  método espectrofotométrico  reveló  que los  aislamientos

pertenecientes a U. ramanniana tuvieron la actividad lipolítica más alta en todos los medios

de inducción, mientras que los de U. nana tuvieron la más baja. La Fig 22 representa el curso

temporal de la actividad enzimática. Observamos que los aislamientos de todas las especies

aumentaron su actividad con el tiempo. Se observaron altos niveles de actividad utilizando

aceite de oliva como inductor, observándose el máximo a los 12 días para U. ramanniana. El

aserrín  de  Nothofagus mostró  la  menor  actividad  inductora;  en  este  medio  U.  vinacea

aumentó su actividad a los 6 días y luego disminuyó a los 12 días. La Tabla 14 muestra los

valores medios de actividad de lipasa encontrados para cada especie hacia el final del tiempo

de cultivo.
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Fig 21. Valores medios de actividad lipasa de todos los aislados en cultivo líquido, utilizando

dos métodos de detección (espectrofotométrico y titrimétrico), a los 12 días de incubación en

diferentes fuentes de C. Letras diferentes hacen referencia a diferencias significativas (pvalor

<  0,05) entre cepas para cada tratamiento.
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Tabla 14. Actividad de lipasa resumida por especies.

Especies

Actividad lipasa

Ensayo espectrofotométrico Ensayo titrimétrico

Aceite de
oliva

Aserrín de
Nothofagu

s

Suelo de
Nothofagu

s

Aceite de
oliva

Aserrín de
Nothofagu

s

Suelo de
Nothofagu

s

Umbelopsis 
nana

0.025 ±
0.006 a

0.023 ±
0.005 a

0.120 ±
0.104 a

0.018 ±
0.012 a

0.067 ±
0.007 ab

0.046 ±
0.004

Umbelopsis 
ramanniana

2.245 ±
1.336 b

0.540 ±
0.168 b

1.010 ±
0.624 b

0.063 ±
0.022 bc

0.100 ±
0.014 c

0.039 ±
0.023

Umbelopsis 
changbaiensis

0.306 ±
0.191 ab

0.309 ±
0.193 a

0.342 ±
0.274 ab

0.034 ±
0.020 ab

0.062 ±
0.017 a

0.043 ±
0.004

Umbelopsis 
vinacea

0.518 ±
0.378 b

0.425 ±
0.013 ab

0.609 ±
0.187 ab

0.090 ±
0.000 c

0.089 ±
0.019 bc

0.020 ±
0.001

Los datos representan valores medios ± DE. Letras diferentes hacen referencia a diferencias

significativas (pvalor <  0,05) entre cepas para cada tratamiento. *Valor expresado en U/l. **

Valor expresado en U/ml
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Fig 22.  Evolución temporal de la actividad de la lipasa extracelular en cultivo líquido con

diferentes suplementos: A) Sustrato de aceite de oliva, B) Sustrato de aserrín de Nothofagus,

C) Sustrato de suelo forestal de Nothofagus. Los datos representan valores medios ± DE de

todos los experimentos.
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Discusión

Identificación de los aislamientos

Se  identificaron  morfológica  y  filogenéticamente  los  aislamientos  de  Umbelopsis

asociados  a  bosques  patagónicos  de  Nothofagus corresponden  a  cuatro  especies.  Los

aislamientos  CIEFAPcc  681,  CIEFAPcc  684 y  CIEFAPcc  685 se  determinaron como  U.

nana,  presentando  esporangios  globosos  ramificados  sin  esporas  en  colonias  blancas

cultivadas  en  agar  extracto  de  malta,  tal  como  se  describe  en  Wang  et  al.  (2015).  Los

aislamientos  CIEFAPcc  687,  688,  689  y  690  se  identificaron  como  U.  changbaiensis

basándose  en  la  filogenia  y  características  microscópicas  como  el  tamaño  de  los

esporangióforos y la ausencia de clamidosporas. Esto último se considera esencial para la

diferenciación de esta especie de U. vinacea, donde hay clamidosporas presentes (Wang et al.

2014). Los aislamientos CIEFAPcc 686, CIEFAPcc 691, LPSc 36, LPSc 520 y LPSc 521

producen más esporangiosporas angulares que U. changbaiensis y también clamidosporas. En

el análisis filogenético, los aislamientos CIEFAPcc 691 y LPSc 36 se incluyeron dentro del

clado  U.  vinacea y  también  presentaron  características  morfológicas  acordes  con  la

descripción de esta  especie  (esporangios globosos,  multiesporados con esporas angulares,

clamidosporas  con  gotas  de  aceite).  CIEFAPcc  686,  LPSc  520  y  LPSc  521  estaban

morfológicamente  (esporangióforo  grande,  esporas  elipsoidales  y  columela  presentes)  y

filogenéticamente  relacionados  con  U.  ramanniana.  LPSc  520 y  LPSc 521,  previamente

identificados morfológicamente como  Mortierella vinacea por Cabello (1997), ymostraron

algunas  diferencias  morfológicas  con  respecto  a  la  descripción  de  U.  ramanniana

(esporangióforo grande, esporas elipsoidales). Asimismo, estos aislamientos agrupados con la

secuencia de Umbelopsis sp. CBS 913.85 (Walther et al. 2013) y Umbelopsis sp. YNW-2018d

en un grupo bien respaldado en conjuntos de datos ITS y LSU. Sugerimos que se requiere

una revisión taxonómica de U. ramanniana,  con análisis del clado, tipo de material  y un

conjunto de datos filogenéticos más completo con más loci, como MCM7, SSU, TEF1a y

ACT, y muchas especies de Umbelopsis así como Mortierella (Owaga et al. 2005, Owaga et

al. 2011, Wang et al. 2014)

Análisis de lípidos totales en los aislamientos seleccionados

Según  Murphy  (1991),  tener  una  cantidad  de  lípidos  totales  superior  al  39% de

contenido de micelio seco (más del 25% p/p) permite que una cepa se califique como un
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productor  microbiano  de  lípidos  prometedor.  El  contenido  máximo  de  lípidos  totales

miceliales se alcanzó en una etapa en la que se había producido el crecimiento máximo en el

aislamiento LPSc  521  (43%  p/p  de  biomasa  seca).  En U.  nana CIEFAPcc  861  y  U.

changbaiensis CIEFAPcc 689 esto ocurrió antes del crecimiento máximo (31% y 34% p/p de

biomasa seca respectivamente), disminuyendo el contenido de lípidos totales del micelio al

final del ensayo. Esto podría deberse a que estos lípidos se estaban utilizando como fuente de

carbono, una situación típica de la gluconeogénesis en los hongos (Hynes 2010, Keyhani

2018). Analizando las fracciones de glicéridos y ácidos grasos ácidos, podemos hacer una

comparación  de  los  niveles  de  producción  obtenidos  por  otras  cepas  de  Umbelopsis.  El

aislamiento LPSc 521 mostró 12.06 g/l y CIEFAPcc 681 de  U. nana produjo 7.40 g/l de

ácidos grasos, ambos valores superiores a los obtenidos por Kosa et al. (2018) para la cepa de

U. vinacea CCM F-539 (7,9 g/l) y Buráňová et al. (1990) para la cepa CCF 1103 de U. nana

(2,3 g/l), respectivamente. Aunque se ha sugerido que la producción de aceites celulares por

hongos oleaginosos es valiosa para diferentes procesos biotecnológicos, como la industria del

biodiesel, los procesos industriales todavía se limitan a la producción únicamente de aceites

de ácidos grasos poliinsaturados de alto valor, como los ácidos  γ linoleico y araquidónico.

(Dzurendova et  al.2020).  En un análisis  tecnoeconómico de la  producción de biodiesel a

partir de lípidos microbianos, se encontró que la glucosa utilizada como fuente de carbono

podría representar el 80% del costo (Koutinas et al. 2014). Las fuentes de carbono de bajo

costo, como los residuos agrícolas y forestales, podrían ser una alternativa sostenible a la

glucosa (Gardeli et al. 2017; Economou et al. 2011; Zheng et al. 2012; Patel et al. 2016). Este

significativo resultado observado para el aislamiento LPSc 521 debe complementarse con la

evaluación de los diferentes residuos orgánicos y condiciones disponibles, la determinación

de  parámetros  de  crecimiento  óptimos  para  la  máxima  producción  de  lípidos  y  la

diferenciación de ácidos grasos en diferentes condiciones, como bajas temperaturas.

Análisis  de  ácidos  grasos  de  LPSc  por  cromatografía
gaseosa

Los perfiles de ácidos grasos obtenidos fueron en su mayoría comparables con los

datos  derivados  de la  literatura.  El  ácido  γ-linolénico  (6,9,12-C18:3),  el  ácido  oleico  (9-

C18:1), el ácido palmítico (C16:0) y el ácido linoleico (9,12-C18:2) fueron los ácidos grasos

más importantes producidos por LPSc 521. Estos resultados concuerdan con el perfil lipídico

total,  mostrando  una  gran  cantidad  de  ácidos  grasos  libres  saturados  e  insaturados.  Sin
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embargo,  los  cambios  en  las  condiciones  de  cultivo  podrían  dar  como  resultado

composiciones significativas de ácidos grasos poliinsaturados (Hansson & Dostalek 1988,

Fakas et al. 2009). Como es bien sabido, la acumulación de lípidos en la biomasa fúngica

depende de las condiciones de cultivo, incluidos los valores de pH y temperatura, así como de

la naturaleza y concentración de las fuentes de carbono y nitrógeno (Ochsenreither et  al.

2016). Los resultados obtenidos en nuestro trabajo son consistentes con otros informes para

aislamientos  de  Zigomycetes.  Aunque en otros trabajos  se observaron los mismos ácidos

grasos, sus proporciones son ligeramente diferentes a las encontradas por nosotros. Kosa et

al. (2018) obtuvieron para U. ramanniana entre un 47% y un 54% de ácido oleico, entre un

14% y un 18% de ácido linoleico, entre un 15% y un 17% de ácido palmítico y solo entre un

7%  y  un  9%  de  ácido  γ-linolénico.  Grantina-Ievina  et  al.  (2014)  informaron  para  otro

aislamiento de U. ramanniana 42% de ácido oleico, 13% de ácido linolénico, 27% de ácido

palmítico y 10% de ácido γ-linolénico. En nuestro trabajo hemos encontrado también ácido

oleico (26.4%), ácido linoleico (17.6%), ácido palmítico (18%) y ácido γ-linolénico (30.6%).

como  los ácidos grasos  mayoritarios. Sin embargo, se encontró una mayor proporción de

ácido  γ-linolénico en comparación con los otros ácidos grasos principales. Estos resultados

pueden deberse a varias causas. Por un lado, es posible que los aislamientos pertenecientes al

complejo  U. ramanniana muestren una notoria variabilidad intraespecífica. Además, podría

deberse a la existencia de un flujo diferencial de precursores en la ruta de síntesis de ácidos

grasos asociado a diferencias en la actividad relativa de las desaturasas implicadas en esta

ruta. Es bien reconocido que los cambios cualitativos y cuantitativos en el perfil de ácidos

grasos  insaturados  son  el  resultado  de  alteraciones  en  la  expresión  y  actividad  de  las

desaturasas de ácidos grasos (Czumaj & Śledziński 2020). En este sentido, los ácidos grasos

insaturados pueden operar  como inhibidores competitivos  frente  a  desaturasas  específicas

(Lee et al. 2016), lo que puede estar condicionado a su vez por las condiciones de cultivo

impuestas  en  este  trabajo.  La  acumulación  de  ácido  γ-linolénico  en  la  biomasa  fúngica

normalmente  se  asocia  con  la  fase  de  crecimiento  exponencial  (Klempova  et  al.  2013).

Además,  la  producción de  ácido  γ-linolénico  está  relacionada con la  producción total  de

ácidos grasos (Kennedy et al. 1993) las bajas temperaturas como las que prevalecen en el

hábitat de aislamiento de estos hongos podrían haber propiciado la selección de fenotipos,

modulando la composición de sus lípidos para contrarrestar la disminución de la fluidez de la

membrana y adaptarse a las bajas temperaturas (Robinson 2001, Hassan et al. 2016, Russell

2008). Además, los Zigomycetes acumulan lípidos como reservas de carbono, principalmente

en esporas asexuales y zigosporas (Khunyoshyeng et al. 2002, Grantina-Ievina et al. 2014).
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El  alto  porcentaje  de  ácidos  grasos  poliinsaturados  en  los  aislamientos de  Umbelopsis

patagónicos puede ser indicativo de su metabolismo, probablemente adaptado al frío.

Evaluación  del  crecimiento  fúngico  y  actividad  lipasas
extracelular en medio sólido y en medio líquido utilizando
diferentes aditivos

Analizamos  la  capacidad  de  los  aislamientos de  Umbelopsis patagónicos para

sintetizar enzimas con actividad lipasa en diferentes condiciones de sustrato. Utilizamos agar

y medios líquidos que contienen sustratos lipídicos y aditivos relacionados con la fuente del

aislamiento. En Tween 20 y 80, U. ramanniana CIEFAPcc 686 mostró los niveles más altos

de actividad de lipasa,  incluso superiores  a LPSc 520 y 521, que pertenecen a la  misma

especie.  LPSc  520  y  521  no  mostraron  actividad  lipolítica  cuando  el  sustrato  contenía

monolaurato (Tween 20). Este comportamiento diferencial de LPSc 520 y 521 en función del

tipo de medio Tween podría deberse, al menos en parte, a las propiedades intrínsecas de cada

uno de estos detergentes no iónicos, como su concentración micelar crítica (CMC). También

puede  estar  condicionado  por  la  concentración  de  Tween  utilizada  en  el  medio  y  la

temperatura  de  incubación  ya  que  en  soluciones  acuosas  los  tween  forman  dos  fases

(Salameh & Wiegel 2007). Además, la actividad y estabilidad de las lipasas fúngicas pueden

verse afectadas por las propiedades tensioactivas (tensión superficial) de los detergentes, ya

que  sus  interacciones  con  las  lipasas  pueden  ser  complejas  e  impredecibles  (Salameh  y

Wiegel 2007). Dado que la concentración de Tween (1% v/v) y la temperatura de incubación

(24 °C) fueron constantes en nuestro ensayo, la CMC más alta encontrada para Tween 20 que

para Tween 80 puede explicar los resultados obtenidos. Los detergentes pueden activar las

lipasas  en  concentraciones  premicelar,por  debajo  de  sus  niveles  de  CMC, donde no hay

micelas, y aumentar la actividad alrededor del punto CMC. Por lo tanto, aunque el valor de

CMC de  Tween  20 es  mayor  que  el  de  Tween  80,  la  gran  diferencia  entre  ambos  y  la

concentración real disponible en el medio puede haber dificultado la detección de actividad

lipolítica en medio agar Tween 20, pero no en Tween 80. Estudios anteriores han demostrado

que los detergentes o materiales a base de aceite afectan significativamente la producción de

lipasa (Gaspar et al. 1999; Wang et al. 2008, Híreš et al. 2018). Varios informes sobre la

producción de lipasas fúngicas indican que el rendimiento de la enzima y su actividad se han

visto influenciados de manera diferente por varios tipos de sustratos, incluidos los detergentes

tipo  Tween  (Liu  et  al.  2000,  Iftikhar  et  al.  2011).  No  existen  estudios  de  este  tipo  en
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representantes  de  Umbelopsis,  por  lo  que  sería  interesante  investigar  si  la  actividad

diferencial de los  aislamientos que pertenecen a especies específicas de Umbelopsis  sobre

sustratos lipídicos en cultivos de agar se debe a la presencia de isoenzimas particulares y/o a

otros  factores  específicos  de  la  cepa.  Vongsangnak et  al.  (2013)  caracterizaron  múltiples

isoenzimas de lipasa en Mortierella alpina y Mucor circinelloides. Por otro lado, utilizamos

un  sustrato  cromogénico,  un  éster  de  resorufina,  para  detectar  la  actividad  de  la  lipasa

(Panteghini  et  al.  2001).  Este  sustrato  se  usa  ampliamente  para  la  determinación  de  la

actividad de la lipasa en suero humano y también se ha aplicado en estudios de investigación

sobre estas enzimas en bacterias y hongos (Chemnitius et al. 1992) y plantas (Ncube et al.

1993). Para comparar este método espectrofotométrico para Mucoromycota, empleamos un

método de referencia, la titulación, utilizando NaOH y rojo fenol, y aceite de oliva como

sustrato. Mirza et al. (1982) informan 0.76 U/ml en  Mucor hiemalis, así como Naqvi et al.

(2011) 44.56 U/ml en Mucor geophillus, valores superiores a los obtenidos en este trabajo. En

especies de  Umbelopsis,  Kotogán et al.  (2014) reportan 2.8 U/ml en  U. autotrophica, 8.0

U/ml en U. isabellina y 3.1 U/ml para U. ramanniana usando aceite de oliva como inductor y

midiendo  colorimétricamente  usando  palmitato  de  p-nitrofenilo  como  sustrato.  Los

triglicéridos  de  cadena  larga  son  los  sustratos  naturales  de  las  lipasas,  con  muy  baja

solubilidad en agua; y la reacción se cataliza en la interfaz lípido-agua, donde los 3 enlaces

son generalmente hidrolizables. En este caso, la metodología de medición es diferente a la

utilizada en nuestro trabajo, por lo que se debe tener cuidado al realizar una comparación de

la actividad. También intentamos aumentar los niveles de enzimas lipolíticas cultivando los

hongos en medios líquidos que contienen compuestos específicos como el aceite de oliva,

reportado como un excelente inductor de lipasa (Wang et al. 2008; Treichel et al. 2010), y

otras sustancias relacionadas con la fuente aislada (aserrín y tierra de  Nothofagus). En este

sentido, podría existir una relación entre las fuentes de aislamiento de los hongos y sus rutas

metabólicas. Se sabe que los ácidos grasos, los alcoholes alifáticos de cadena larga y los

esteroles son compuestos dominantes disponibles en la fracción lipófila de los extractos de

madera (Neto et  al.  2006).  En el  suelo,  los compuestos lipófilos de la capa de hojarasca

también están compuestos por una amplia gama de diferentes ácidos grasos, diterpenoides y

triterpenoides (Stark et al. 2012). Hasta el momento no existe una caracterización específica

de los suelos y las sustancias extractivas de madera de Nothofagus. Se encontraron algunas

diferencias entre el nivel de actividad de U. vinacea y/o U. ramanniana y el nivel de cultivos

de U. nana, que muestra el nivel de actividad más bajo. Cuando la actividad de la lipasa se

determinó espectrofotométricamente,  Umbelopsis changbaiensis mostró niveles similares a
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los de U. nana cuando se cultivó en aceite de oliva y medio enmienda del suelo. Además, los

niveles de actividad de U. nana y U. changbaiensis difirieron según el aislamiento utilizado,

el tipo de medio y la metodología utilizada. Aunque el medio suplementado con aserrín de

Nothofagus y/o tierra mejoró la actividad de la lipasa en  U. nana, el aceite de oliva fue el

mejor  aditivo  lipídico  para  los  aislamientos  estudiados,  como  se  informó  para  varios

organismos  lipolíticos  (Gaspar  et  al.1999,  Ellaiah  et  al.  2004,  Treichel  et  al.  2010).  La

actividad  lipasa  de  los  aislamientos  LPSc  520  y  521  de  U.  rammaniana aumentó

significativamente en medio de aceite de oliva. Plou et al.  (1998) informaron que la baja

correlación encontrada entre la hidrólisis de Tween 80 y el aceite de oliva por lipasas fúngicas

se  debe  a  que  la  enzima  puede  ser  más  específica  de  los  glicéridos  con  ácidos

monoinsaturados  como el  oleico  o  palmítico,  particularmente  abundantes  en  el  aceite  de

oliva. Por lo tanto, intentamos analizar la inducibilidad de la lipasa utilizando sustratos del

lugar  donde se aislaron los  hongos,  como residuos de madera  de  Nothofagus y  su suelo

forestal.  En  cuanto  a  la  metodología  de  medición,  se  pueden  aplicar  ensayos  tanto

espectrofotométricos  como  titrimétricos  para  el  análisis  de  la  actividad  lipolítica  en

Umbelopsis. Como se informó en Beisson et al. (2000), la detección de la actividad lipasa

utilizando  éster  de  resorufina  se  logró  después  de  probar  diferentes  tipos  de  buffers  y

concentraciones de calcio, ya que este sustrato es pobremente hidrolizado por muchas lipasas.

Por otro lado, el método de titulación requiere más tiempo y, como informaron Hasan et al.

(2009), podría ser propenso a errores debido a una titulación incompleta; sin embargo, sirve

como método de referencia. Aunque tanto los ensayos colorimétricos como los titrimétricos

se basan en la cuantificación de los productos de la lipólisis, el método espectrofotométrico

podría considerarse más directo, ya que utiliza la detección de un cromóforo específico de la

reacción catalizada por la lipasa, que se deriva de la hidrólisis de un único éster. vínculo. Sin

embargo, en el método de titulación la actividad se estima a partir de la acidificación de la

mezcla de reacción mediante la liberación de ácidos grasos libres de triglicéridos de cadena

larga  como  el  aceite  de  oliva,  que  presenta  3  enlaces  potencialmente  hidrolizables  por

molécula  de sustrato.  Por  lo  tanto,  los  altos  valores  de actividad lipasa obtenidos  de los

sobrenadantes  de  cultivos  en  medios  que  contienen  aditivos  derivados  de  Nothofagus y

utilizando el método titrimétrico deben estudiarse en detalle, ya que otras fuentes ácidas de

estos sustratos complejos contribuyen a los valores netos de pH de las reacciones (Romanya

et al. 2005).. Se deben realizar estudios futuros para optimizar los parámetros de evaluación

de  la  actividad  de  la  lipasa  en  estos  aislamientos,  incluido  el  tiempo  de  reacción,  la

especificidad del sustrato, entre otros factores. Los aislamientos LPSc 520 y 521 tomados del
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extremo  sur  de  la  Patagonia  podrían ser  fuentes  prometedoras  de  lipasas  debido  a  que

mostraron  cierta  actividad  lipolítica  en  aceite  de  oliva  y/o  Tween  80  en  las  mismas

condiciones de cultivo, y también un comportamiento diferencial entre todos los aislamientos

pertenecientes al clado U. ramanniana.

Conclusiones

Se  identificaron  doce  aislamientos  del  género  Umbelopsis  asociados  al  bosque

patagónico  de  Nothofagus  utilizando  criterios  morfológicos  y  filogenéticos.  Se  evaluó  la

capacidad de  estos  aislamientos  para  sintetizar  enzimas  con actividad lipasa extracelular,

siendo los aislamientos CIEFAPcc 686 y LPSc 521 pertenecientes al complejo  Umbelopsis

ramanniana,  los  que  mostraron comportamientos  diferenciales  en  cuanto  a  la  síntesis  de

enzimas  con  actividad  lipolítica:  esto  dependió  del  sustrato,  incluidos  los  que  contienen

madera y suelo, y las condiciones de cultivo empleadas. 

También se analizó el perfil lipídico de los aislamientos LPSc 521 (U. ramanniana),

CIEFAPcc 681 (U. nana) y CIEFAPcc 689 (U. changbaiensis) presentando gran cantidad de

ácidos grasos insaturados y triglicéridos,  esperados para este grupo de hongos.  Dado que

LPSc 521 fue aislado de Tierra del Fuego, la región más fría de Argentina, su incapacidad

para sintetizar lipasas en Tween 20 y su capacidad para producir bajos niveles de lípidos

saturados pueden estar relacionadas con la temperatura a la que crece el hongo en su hábitat

natural,  y  también  la  actividad  de  sus  enzimas.  Sin  embargo,  futuras  investigaciones

profundizarán nuestra comprensión de la fisiología y el papel de este hongo lipolítico y otros

parientes asociados con el bosque de Nothofagus
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CAPÍTULO 3

Análisis  de  la  actividad  lipolítica  extracelular  de
aislamientos patagónicos del género Ophiostoma

Introducción

Las lipasas son enzimas que hidrolizan los acilgliceroles y participan en reacciones de

esterificación  y  transesterificación.  En  general,  estas  enzimas  son  triacilglicerol  acil

hidrolasas  (EC 3.1.1.3),  de la  superfamilia  de las  α/β hidrolasas,  uno de  los  grupos más

grandes de enzimas que agrupa proteínas con diversas funcionalidades que comparten un

plegamiento  común  (Holmquist  2000;  Ollis  et  al.  1992)  y  catalizan  los  triglicéridos  en

diglicéridos, monoglicéridos y ácidos grasos libres (Beisson et al. 2000, Joseph et al. 2008,

Kanmani et al. 2015). Las numerosas aplicaciones industriales de las lipasas han estimulado

el interés en el  aislamiento de nuevas  lipasas a partir  de fuentes microbiológicas.  En los

últimos años se ha avanzado en su utilización en la producción de papel y cartón, dado que

pueden modificar propiedades de las fibras y mejorar la resistencia y la suavidad de este

producto. Un aspecto importante de las enzimas lipolíticas es el carácter fisicoquímico único

de  las  reacciones  que  catalizan  en  las  interfaces  lípido-agua,  que  implican  adsorción

interfacial y posterior catálisis sensu estricto (Hasan et al. 2009) (Fig 23). Tradicionalmente,

la producción de enzimas lipasas ha sido inducida mediante la adición de aceites, triglicéridos

y  otros  lípidos  al  medio  de  cultivo,  ya  que  estos  compuestos  actúan  como  inductores

efectivos de la actividad enzimática (Rodriguez et al. 2006, Gupta et al. 2003, Sharma et al.

2001). En los últimos años, la utilización de residuos agroindustriales y agroforestales ha

emergido  como  una  alternativa  prometedora  para  la  producción  de  lipasas  microbianas

(Bharathi & Rajalakshmi 2019, Szymczak et al.  2021). Estos residuos, provenientes de la

industria  alimentaria,  agrícola  y  forestal,  son  abundantes,  económicos  y  contienen  los

nutrientes necesarios para el crecimiento microbiano y la inducción de lipasas (Hasan et al.

2009). Algunos ejemplos de estos residuos incluyen el salvado de trigo (Garlapati & Banerjee

2010), cáscaras de arroz (Colen et al.  2006), residuos de semillas de ricino (Godoy et al.

2011) y salvado de cebada (Dominguez et  al.  2003).  Además,  los residuos agroforestales

como los restos de poda, el aserrín de pino y el bagazo de caña de azúcar también pueden ser

sustratos de bajo costo para la producción de lipasas a escala industrial (Salihu et al. 2012,
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Abdeshahian et al. 2020). Al emplear estos residuos, se pueden reducir significativamente los

costos  de  producción  y  minimizar  el  impacto  ambiental  asociado  con  la  eliminación  de

desechos.  Además,  estos sustratos no solo actúan como inductores eficientes debido a su

contenido en lípidos y otros compuestos estimulantes, sino que también optimizan el medio

de cultivo para una mayor producción enzimática (Salihu et  al.  2012, Abdeshahian et  al.

2020).

Fig 23. Esquema de la hidrólisis del triglicérido por la lipasa tiene lugar en la interfaz de la

fase del sustrato insoluble y la fase acuosa

Dado que las enzimas fúngicas son de naturaleza extracelular y se pueden extraer

fácilmente, son una fuente muy promisoria de lipasas. El género  Ophiostoma, que incluye

actualmente  alrededor  de  40 taxones  mayormente  asociados  con el  floema (con diversos

grados de patogenicidad) de especies forestales y escarabajos de la madera son estudiados por

causar  manchas  de  albura  en  madera  recién  talada,  más  conocidas  como mancha azul  o

mancha de  savia,  debido al  crecimiento  de hifas  fúngicas  pigmentadas  (Seifert  & Grylls

1990).  Estos hongos manchadores no atacan la celulosa o la lignina de la pared celular, sino

que degradan compuestos celulares libres y diferentes extractivos, la mayoría de ellos lípidos,

que se metabolizan en las capas superficiales de la albura, constituyendo aproximadamente el

2% del peso seco total de la madera, incluyendo triglicéridos, ésteres de esteroles, ácidos

resínicos,  ácidos grasos libres y esteroles (Gao et  al.  1995).  Por este motivo,  los hongos
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manchadores se consideran potencialmente atractivos para la obtención de enzimas lipasas.

Estas enzimas,  que pueden ser producidas utilizando residuos forestales como sustrato de

crecimiento, tienen la capacidad de degradar los lípidos presentes en la madera. Esto no solo

ofrece una solución para mejorar la calidad de la madera, como por ejemplo en la industria

papelera, donde los compuestos lipofílicos interfieren en el proceso y reducen la calidad del

producto  final  (Gutiérrez  et  al.  2001),  sino  que  también  presenta  una  oportunidad  para

valorizar los residuos forestales, convirtiéndolos en productos de alto valor añadido (Kirk &

Farrell, 1987, Couto & Sanromán, 2005).

Las enzimas lipolíticas del tipo esteroles esterasas/lipasas se utilizan comercialmente

para aumentar la estabilidad y resistencia del papel descomponiendo los ácidos y la resina

formada durante la degradación de la lignocelulosa (Hasan et al. 2006, Vaquero et al. 2016).

El  género Ophiostoma ya  cuenta  con varios  representantes  en  el  mercado que  producen

lipasas y se comercializan principalmente para la industria papelera (Kumar et al. 2023). El

objetivo de este capítulo es analizar la actividad lipasa en diferentes representantes del género

Ophiostoma,  aislados del  bosque andino patagónico y evaluar  esta  actividad en extractos

lipofílicos extraídos de la madera de Nothofagus.

Materiales y métodos

Aislamientos de hongos utilizados

Se utilizaron 14 aislamientos pertenecientes al género Ophiostoma obtenidos a partir

de muestras de madera de ejemplares en pie de diferentes especies forestales de los bosques

andino  patagónicos,  depositados  en  el  cepario  del  CIEFAP.  La  Tabla  15  especifica  los

aislamientos utilizados. 

Tabla  15.  Aislamientos utilizados  en  el  estudio,  indicando  el  número  de  colección,  el

sustrato de donde fue aislado y el lugar de procedencia.

Especie
Número de
colección

Sustrato de
aislamiento

Lugar de procedencia

O. grandicarpum CIEFAPcc 445
Nothofagus 
dombeyi

Lago Rivadavia, Chubut, Argentina

O. novae-
zelandie

CIEFAPcc 423 Nothofagus obliqua Lago Laccar, Neuquén, Argentina

O. nothofagi CIEFAPcc 446
Nothofagus 
dombeyi

Lago Rivadavia, Chubut, Argentina
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O. nothofagi CIEFAPcc 455 Nothofagus pumilio
Lago Fagnano, Tierra del Fuego, 
Argentina

O. patagonicum CIEFAPcc 431 Nothofagus pumilio Chubut, Argentina

O. patagonicum CIEFAPcc 449
Nothofagus 
dombeyi

Lago Nahuel Huapi, Rio Negro, 
Argentina

O. patagonicum CIEFAPcc 463
Schinus 
patagonicus

Trevelin, Chubut, Argentina

O. peregrinum CIEFAPcc 464 Nothofagus pumilio
Cordón Rivadavia, Chubut, 
Argentina

O. peregrinum CIEFAPcc 469 Pinus ponderosa Las Golondrinas, Chubut, Argentina

O. piliferum CIEFAPcc 360 Pinus ponderosa Aluminé, Neuquén, Argentina

O. piliferum CIEFAPcc 475 Pinus ponderosa Lago Lolog, Neuquén, Argentina

O. quercus CIEFAPcc 440
Nothofagus 
dombeyi

Río Azul, Río Negro, Argentina

O. sp2 CIEFAPcc 447 Tepualia stipularis Puerto Blest, Río Negro, Argentina

O. valdivianum CIEFAPcc 461 Nothofagus pumilio
Lago Fagnano, Tierra del Fuego, 
Argentina

Abreviaturas: CIEFAPcc, Centro de investigación y Extensión Forestal Andino patagónico

Colección de Cultivo .

Evaluación  del  crecimiento  fúngico  y  actividad  lipasa
extracelular en medio sólido

Para evaluar el crecimiento se inocularon plugs de agar de 6 mm de diámetro de cada

aislamiento en cajas de Petri que contenían 2 medios de cultivo agarizado: agar extracto de

malta (MEA) y medio agarizado que contenía, en g/l,  5 peptona, 1 KH2PO4 y 0,1 MgSO4,

suplementado con una emulsión de aceite de oliva al 2% . El crecimiento fúngico se calculó

midiendo el radio del micelio (cm) durante 7 días para cada tratamiento. La velocidad de

crecimiento se estimó como el cociente entre el crecimiento fúngico y los días de incubación,

y se expresa como cm/día.  Para analizar la actividad de la lipasa se utilizaron Tween 20 y

Tween 80 como única fuente de carbono, según Hankin & Anagnostakis (1975). La actividad

lipolítica en estos medios se evidenció de dos maneras: un precipitado visible de la sal de

calcio formada por el ácido graso de la reacción de hidrólisis, o una zona clara alrededor de la
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colonia debido a la degradación completa de la sal de ácido graso. Se calculó la actividad

enzimática como el cociente del radio de crecimiento del micelio y el halo de actividad como

reportada es el capítulo 2 de esta tesis.

Evaluación de  la  actividad lipasa  extracelular  en medio
líquido

La evaluación de la actividad lipasa extracelular de los hongos se realizó utilizando

como fuente de las enzimas sobrenadantes de cultivos líquidos. Éstos se llevaron a cabo en

Erlenmeyers de 250 ml que contenían 50 ml de medio basal (compuesto por (g/l): 2 glucosa,

5 peptona, 1 CaCl2, 0,1 MgSO4 y 0,5 NaCl), suplementado con aserrín y chips de Nothofagus

sp. al 2% (p/v) y 1% de goma arábica, que fueron inoculados con 1 plug de agar de 6 mm

colonizado  por  micelio  fúngico,  y  se  incubaron  por  7  días  en  agitación  periódica  y  en

oscuridad a 24° C. Los sobrenadantes se recuperaron mediante filtración utilizando papel

Whatman® N°2 y luego por filtro de nitrocelulosa (tamaño de poro: 0.22 µm) asistido con

una bomba de vacío en el flujo laminar a fin de obtener fracciones líquidas estériles libres de

la biomasa fúngica. 

La actividad lipolítica extracelular se determinó espectrofotométricamente utilizando

dos tipos de sustratos: palmitato de p-nitrofenilo (pNPP; Sigma-Aldrich) y el éster de ácido

1,2-O-dilauril-rac-glicerol-3-glutárico-(6′-metilresorufina)  (DGGR;  Wiener-Lab,Argentina)

(Panteghini et al. 2001). Para el caso del pNPP, se preparó una solución madre de 3 mM en

dimetilsulfóxido y se añadió un volumen igual de tampón fosfato de potasio (pH = 6,8). Se

añadió un volumen de 50 μl de solución de pNPP a 100 μL de extracto y se incubó durante 2

horas a 24 °C. La reacción se detuvo añadiendo 25 µl de carbonato de sodio 0,1 M y se midió

la liberación de p-nitrofenol (pNP) a 410 nm en microplaca de 96 pocillos, en el lector de

microplacas  Multiskan™  SkyHigh  (Thermo  Fisher  Scientific,  EE.  UU.).  Una  unidad

enzimática se definió como la cantidad de enzima que libera un mmol de pNP en un minuto

en las condiciones del ensayo (Kotogan et al. 2014). 

Para la reacción utilizando el sustrato DGGR se llevó a cabo el método reportado por

Panteghini et al. (2001). Este consistió en agregar 100  μl de sobrenadante, 50  μl de buffer

Tris-HCl 400 mM, pH 7,5, que contenía CaCl2 10 mM, y 30  μl de la solución del sustrato

Lipasa  AA líquida  (Wiener-Lab).  El  coeficiente  de  absorción  molar  de la  metilresorufina

(producto de la reacción) a 580 nm fue de 62.300 l/mol/cm. La reacción se midió a 24 °C, en

microplaca de 96 pocillos, en lector de microplacas Multiskan™ SkyHigh (Thermo Fisher
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Scientific,  EE. UU.). La actividad de la lipasa extracelular en ambos métodos se expresó

como unidades por ml de sobrenadante (U/ml). Una unidad de lipasa (U) se definió como la

cantidad de enzima que libera un μmol de sustrato por minuto en condiciones específicas. 

La actividad enzimática se calcula de la siguiente manera:

Actividad(Uml)= Ab∗vol .reac
ε∗b∗vol . enz∗tiempodereac

donde la  Ab es la absorbancia medida,  vol  reac es el  volumen total  de reacción,  ε es el

coeficiente de extinción molar (1.2475 x104 M/cm.l en pNP y 63500 M/cm.ml en DGGR), b

es el paso óptico, vol enz es el volumen de la enzima y el tiempo de reacción el tiempo total

de reacción medido.

Evaluación  de  la  estabilidad  térmica  de  la  actividad
lipolítica extracelular de cultivos seleccionados  

Sobre  la  base  de  los  resultados  obtenidos  en  los  puntos  previos,  se  evaluó  la

termoestabilidad de la  actividad lipasa de los  sobrenadantes de cultivos de 7 días  de los

aislamientos de O. nothofagi CIEFAPcc 446, O. patagonicum CIEFAPcc 463 y O. piliferum

CIEFAPcc 475,  preincubándolos  por  diferentes  periodos de  tiempo (1,  12  y 24  horas)  a

diferentes temperaturas (-10, 4, 24 y 60 °C) ,  y valorando su actividad residual como es

indicado en el apartado anterior. 

Obtención  de  extraíbles  liposolubles  de  la  madera  de
Nothofagus y análisis de sus lípidos totales 

Utilizando como fuente el aserrín de la madera empleado en la formulación del medio

líquido,  se  realizó  la  extracción  de  compuestos  liposolubles  con  cloroformo  y  metanol

siguiendo la metodología de Folch (Folch et al. 1957). Para ello, se utilizó una proporción de

30  ml  de  una  solución  cloroformo:metanol  (2:1)  con  2  gramos  de  aserrín.  Los  perfiles

lipídicos de estos extraíbles se determinaron mediante cromatografía en capa fina (TLC): se

aplicó a una placa de gel de sílice poliéster Polygram SIL G 40 × 80 mm (Macherey–Nagel,

Alemania) usando una mezcla de solventes (70 hexano, 30 éter etílico, 1 ácido acético) como

fase móvil.  El  perfil  lipídico  se  observó sumergiendo la  placa  en  una solución de  ácido

sulfúrico en etanol al 5% y luego exponiendo la placa a 180 °C. Para la identificación de las
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bandas,  los  estándares  utilizados  fueron  (Nu-Chek-Prep  Inc.  EE.  UU.)  tripalmitato  de

glicerilo (TG), glicerilo dipalmitato (DG) y un ácido graso (AG). La cuantificación relativa

de las bandas correspondientes a los lípidos individuales se realizó mediante densitometría,

utilizando el software ImageJ (NIH, EE. UU.).

Evaluación  de  la  actividad  lipasa  extracelular  de
aislamientos seleccionados a baja temperatura estimando
la  producción  de  ácidos  grasos  libres  en  mezclas  de
reacción  usando  un  extraíble  lipofílico  de  madera  de
Nothofagus como fuente de sustratos enzimáticos 

A fin de indagar en el potencial de las enzimas lipolíticas de algunos de los hongos

bajo estudio y su relación con la  temperatura promedio del  hábitat  de procedencia y los

resultados de termoestabilidad obtenidos, se realizó la incubación a 4 °C de 30 mg (masa

seca) del extraíble obtenido del aserrín/chip de Nothofagus utilizado en este trabajo junto con

5 ml del sobrenadante de los cultivos líquidos de 7 días de los aislamientos que presentaron

mayor  actividad  en  medio  sólido  como  en  medio  líquido.  Estos  aislamientos  fueron  O.

grandicarpum CIEFAPcc 445, O. nothofagi CIEFAPcc 446, O. patagonicum CIEFAPcc 463

y  O.  piliferum CIEFAPcc  475.  Transcurridas  24  horas  de  incubación,  las  mezclas  se

procesaron  a  fin  de  obtener  extractos  según Aquino  et  al.  (2023)  que  se  utilizaron  para

estimar  la  composición  en  ácidos  grasos  libres  y  sus  porcentajes  relativos  utilizando

cromatografía gaseosa. En paralelo, se realizaron como control, incubaciones separadas del

extraíble y de cada sobrenadante. Se analizó la diferencia entre el porcentaje de cada ácido

graso  libre  detectado  en  el  extracto  de  la  madera  de  Nothofagus de  partida  (control)  y

aquellos  correspondientes  al  mismo  ácido  en  la  mezcla  conteniendo  también  algún

sobrenadante derivado de los cultivos fúngicos, así como también al control conteniendo solo

el sobrenadante. 

Análisis estadístico

Todos  los  experimentos  se  realizaron  por  triplicado.  Se  determinaron  los  valores

medios y el error estándar. Los datos sobre los niveles de la actividad lipasa se sometieron a

un Análisis de la varianza (ANOVA) unidireccional. Las diferencias detectadas por ANOVA

se analizaron mediante la prueba de Tukey. Se examinó la normalidad de los datos (prueba de

ShapiroWilks modificada, α = 0.05) y la homocedasticidad (prueba de Levene, α = 0.05). Se
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realizaron  análisis  no  paramétricos  cuando  los  conjuntos  de  datos  no  cumplían  con  el

supuesto de homocedasticidad, utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis (α  =

0.05). Todos los análisis se realizaron con el software Infostat (Di Rienzo et al. 2010). Las

figuras se crearon con GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA).

Resultados

Evaluación  del  crecimiento  fúngico  y  actividad  lipasa
extracelular 

Todos los aislamientos mostraron actividad lipasa extracelular, y la relación entre la

hidrólisis del Tween y el crecimiento micelial mostró diferencias según el tipo de sustrato

utilizado, siendo mayor en presencia de Tween 20 y del aislamiento. Entre estos, los niveles

más altos se detectaron para  O. piliferum CIEFAPcc 475. El aislamiento CIEFAPcc 360 de

O. piliferum también mostró altos valores de actividad en placa. Además, destaca la relación

de halos  de  hidrólisis  al  crecimiento en los  cultivos  de  los  aislamientos  de  O. nothofagi

CIEFAPcc 455 y CIEFAPcc 446 en el medio  con Tween 20. Sin embargo, esta especie tiene

un  crecimiento  más  lento  en  comparación  con  los  otros  aislamientos  (0.12  cm/día  para

CIEFAPcc 446 versus 0.36 cm/día para CIEFAPcc 475).  En la Tabla 16 se muestran los

resultados obtenidos de la velocidad de crecimiento y actividad enzimática de cada uno de los

aislamientos.  Analizando  los  cultivos  líquidos,  el  mayor  valor  de  actividad  lipolítica

utilizando los 2 sustratos se obtuvo con el aislamiento de O. piliferum CEIFAPcc 475 (28.66

U/ml y 0.079 U/ml). Las metodologías utilizadas muestran diferencias en cuanto al rango de

actividad medido,  con valores  mucho más bajos  para  DGGR que utilizando pNPP como

sustrato.  El  análisis  estadístico  muestra  que  no  hubo  diferencias  significativas  entre  los

aislamientos en la actividad medida con DGGR. En la Tabla 17 se presentan los datos de

actividad enzimática en medio líquido con las dos metodologías utilizadas.

Tabla 16. Crecimiento y actividad lipolítica extracelular en medios sólidos

Especie Cepa

Velocidad de
crecimiento

(cm/día)

 Actividad lipolítica
 (relación actividad/radio de

crecimiento)
APG Tween 20 Tween 80

O. 
grandicarpum

CIEFAPcc 
445

0.37 ± 0.04
def

0.26 ± 0.02 cd 0.25 ± 0.02 de
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O. novae-
zelandie

CIEFAPcc 
423

0.33 ± 0.02
cdef

0.17 ± 0.01 a 0.21 ± 0.01
bcde

O. nothofagi
CIEFAPcc 
446 0.14 ± 0.05a

0.32 ± 0.09
cde 1.50 ± 0.04 a

O. nothofagi
CIEFAPcc 
455 0.12 ± 0.02 a

0.28 ± 0.02
cde 0.21 ± 0.01 cde

O. patagonicum
CIEFAPcc 
431

0.30 ± 0.01
bcdef

0.27 ± 0.03
cde 0.31 ± 0.01 e

O. patagonicum
CIEFAPcc 
449

0.24 ± 0.04
abc

0.25 ± 0.02
bcd

1.25 ± 0.38
abcd

O. patagonicum
CIEFAPcc 
463

0.26 ± 0.04
abcd

0.35 ± 0.02 de 2.04 ± 0.13 e

O. peregrinum
CIEFAPcc 
464

0.28 ± 0.05
bcde

0.24 ± 0.04
abc 1.63 ± 0.25 cde

O. peregrinum
CIEFAPcc 
469 0.44 ± 0.06 ef

0.22 ± 0.02
abc 1.23 ± 0.03 abc

O. piliferum
CIEFAPcc 
360 0.45 ± 0.01 f

0.28 ± 0.05
cde 0.17 ± 0.01 ab

O. piliferum
CIEFAPcc 
475 0.36 ± 0.01def 0.45 ± 0.03 e 2.35 ± 0.42 e

O. quercus
CIEFAPcc 
440

0.31 ± 0.04
bcdef

0.17 ± 0.01 ab 0.16 ± 0.01 ab

O. sp2
CIEFAPcc 
447

0.29 ± 0.01
bcde

0.25 ± 0.04
abcd

1.25 ± 0.04
abcd

O. valdivianum
CIEFAPcc 
461 0.21 ± 0.02 ab 0.17 ± 0.01 a 1.38 ± 0.09

abcd

*Valores  de  la  media  de  las  réplicas  ±  la  desviación  estándar.  Letras  diferentes  hacen

referencia  a  diferencias  significativas  (pvalor  <   0.05)  entre  los  aislamientos  para  cada

parámetro evaluado. La actividad enzimática se calculó como el cociente del halo hidrolítico

(en cm) y el radio de crecimiento (en cm). 

Tabla 17. Actividad lipolítica extracelular de los sobrenadantes de los aislamientos utilizados

Especie N° de cepario
sustrato enzimático

pNPP DGGR

O. grandicarpum CIEFAPcc 445 27.75 ± 6.95 c 0.052 ± 0.014 

O. novae-zelandie CIEFAPcc 423 0.46 ± 0.06 a 0.011 ± 0.015 

O. nothofagi CIEFAPcc 446 11.67 ± 6.72 abc 0.019 ± 0.000 

O. nothofagi CIEFAPcc 455 8.13 ± 3.36 abc n/d
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O. patagonicum CIEFAPcc 431 8.79 ± 0.41 abc 0.034 ± 0.003 

O. patagonicum CIEFAPcc 449 4.88 ± 0.18 ab n/d

O. patagonicum CIEFAPcc 463 10.58 ± 3.65 abc 0.035 ± 0.008 

O. peregrinum CIEFAPcc 464 n/d n/d

O. peregrinum CIEFAPcc 469 n/d n/d

O. piliferum CIEFAPcc 360 15.58 ± 3.65 bc 0.013 ± 0.009 

O. piliferum CIEFAPcc 475 28.96 ± 0.77 c 0.079 ± 0.012

O. quercus CIEFAPcc 440 3.17 ± 0.82 a 0.038 ± 0.018 

O. sp2 CIEFAPcc 447 n/d n/d

O. valdivianum CIEFAPcc 461 5.13 ± 0.65 ab 0.010 ± 0.005 

*Valores de la media de las réplicas ± la desviación estándar, con los sustratos de p-nitrofenil

palmitato  y  DGGR.  La  actividad  es  expresada  en  U/ml.  n/d  se  refiere  a  que  no  se  ha

detectado actividad.

Análisis de la estabilidad térmica de la actividad lipolítica
extracelular de cultivos seleccionados  

Sobre la base de los resultados obtenidos a partir de los cultivos agarizados y líquidos

analizados  en  el  apartado  anterior  y  no  existiendo  antecedentes  bibliográficos  sobre  la

actividad  lipasa  de  las  especies  O.  nothofagi  y  O.  patagonicum,  se  seleccionaron  los

aislamientos  O. nothofagi CIEFAPcc 446,  O. patagonicum CIEFAPcc 463 y  O. piliferum.

CIEFAPcc 475 para analizar la termoestabilidad de la actividad lipasa de sus sobrenadantes

correspondientes a cultivos de 7 días de incubación. Los sobrenadantes analizados de los

cultivos de la cepa CIEFAPcc 446 presentaron variaciones en los niveles de su actividad

lipasa  extracelular  a  lo  largo  del  tiempo  de  exposición  a  diferentes  temperaturas,  con

incremento a las 12 horas seguido de una estabilización o ligera disminución a las 24 horas.

La actividad enzimática se mantuvo relativamente constante a -10°C y 4°C, mientras que

mostró variaciones mayores a 24°C y 60°C, indicando menor estabilidad en estas últimas

condiciones.  La  actividad  enzimática  se  mantuvo  prácticamente  constante  a  lo  largo  del

tiempo  para  todas  las  condiciones  de  temperatura.  La  actividad  lipasa  extracelular  de  la

CIEFAPcc 463 mostró un incremento significativo después de pasadas 12 horas seguido de

una  estabilización  o  ligera  disminución  a  las  24  horas.  La  actividad  se  incrementa
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notablemente a 4°C, lo que sugiere que esta temperatura puede ser óptima para la estabilidad

de  este  aislamiento  en  particular.  A 24°C  y  60°C,  la  actividad  enzimática  disminuye,

indicando  menor  estabilidad.  La  actividad  enzimática  se  mantiene  constante  o  presenta

pequeñas variaciones a lo largo del tiempo. CIEFAPcc 475 incrementa la actividad a las 12

horas y luego se estabiliza o disminuye ligeramente a las 24 horas. Al igual que CIEFAPcc

463, la  estabilidad parece ser  mejor  a  4°C,  mientras  que a 24°C y 60°C se observa una

disminución  en  la  actividad  enzimática,  sugiriendo  una  menor  estabilidad.  La  actividad

enzimática  se  mantiene  relativamente  constante  con  pequeñas  variaciones  a  lo  largo  del

tiempo. Los valores de actividad de las 3 cepas para las tres temperaturas y los tres tiempos se

presentan en la figura 24.
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Fig 24.Evolución  de  los  niveles  de  actividad  lipasa  extracelular  de  cultivos  de  hongos

seleccionados en función del tiempo de incubación bajo diferentes temperaturas. Para todos

los casos, los símbolos representan las condiciones de temperatura: ⬤ -10° C, ◼ 4° C, ▲24°

C, ▼ 60° C.
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Análisis de los lípidos totales de un extraíble liposoluble de
la  madera de  Nothofagus y  de  los  sobrenadantes  de  los
aislamientos seleccionados

El  extraíble  liposoluble  del  aserrín  de  la  madera  de  Nothofagus fue  analizado

cualitativamente por cromatografía de capa fina. En la Fig 25 se puede observar una gran

cantidad de ácidos grasos libres en el extracto de madera y en los extractos de sobrenadantes

de los aislamientos de O. piliferum CEIFAPcc 475 y O. patagonicum CIEFAP 463. También

se puede observar  una  disminución en la  intensidad de las  bandas  de Triglicéridos  (TG)

comparando los sobrenadantes con su par sobrenadante + extracto de madera: este patrón se

observó además en los ácidos grasos (AG) libres para cada par. 

Fig 25. TLC de las muestras utilizadas 1) extracto de Nothofagus; 2) Extracto de Nothofagus

+ Extracto de sobrenadante CIEFAPcc 446; 3) Extracto de sobrenadante CIEFAPcc 446; 4)

Extracto de sobrenadante CIEFAPcc 445; 5) Extracto de sobrenadante CIEFAPcc 445; 6)

Extracto  de  Nothofagaus;  7)  Extracto  de  sobrenadante  CIEFAPcc  475,  8)  Extracto  de

sobrenadante CIEFAPcc 475; 9) Extracto de sobrenadante CIEFAPcc 463, 10) Extracto de

sobrenadante CIEFAPcc 463.
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Evaluación  de  la  actividad  lipasa  extracelular  de

aislamientos seleccionados a baja temperatura, estimando

la  producción  de  ácidos  grasos  libres  en  mezclas  de

reacción  usando  un  extraíble  lipofílico  de  madera  de

Nothofagus como fuentes de sustratos enzimáticos 

Los  cromatogramas  del  análisis  del  GC-MS del  extracto  de  Nothofagus y  de  los

aislamientos se presentan en la Tabla 18. En el extracto de madera se obtuvo que los ácidos

grasos mayoritarios son el ácido linoléico (22.64 %), el ácido palmítico (19.55 %), el ácido 𝛼
linolénico (15.23 %) y el ácido behénico (10.43 %); el resto de los ácidos grasos no supera el

10 %.  Para cada aislamiento se presentan los ácidos grasos del sobrenadante del cultivo y el

sobrenadante  con  el  extracto  de Nothofagus.  Los  ácidos  grasos  que  componian

cadasobrenadante fueron variables. Para el sobrenadante de O. grandicarpum CIEFAPcc 445

los ácidos grasos mayoritarios fueron el ácido láurico (39.71%), ácido mirístico (21.21 %),

ácido palmítico (14.65 %), ácido oléico (10.88%),  ácido cáprico (3.40%), ácido estéarico

(3.19%), ácido caprílico (1.37%),  y ácido linoléico (1.14%). Para el  sobrenadante de O.

nothofagi  CIEFAPcc  446  el  ácido  láurico  (43.05  %),  ácido  mirístico  (19.85  %),   ácido

palmítico  (12.54  %),  ácido  oléico  (12.04  %),  ácido  esteárico  (4.74%)  y  ácido  cáprico

(3.10%). Para el sobrenadante de O. patagonicum CIEFAPcc 463 el ácido oléico (30.90%),

ácido  láurico  (27.41%),  ácido  palmítico  (13.88  %),  ácido  mirístico  (8.46  %),  el  ácido

esteárico  (8.29%),  ácido  cáprico  (2.83%),  Octadec-11-enoico  (1.74%),  ácido  linoléico

(1.57%) y ácido palmitoleico (1.55%). Para el sobrenadante de O. piliferum CIEFAPcc 475 el

ácido láurico (37.88%), ácido mirístico (23.64 %),  ácido palmítico (17.07 %), ácido oléico

(7.56%), ácido esteárico (5.34%) y ácido cáprico (4.20%). El resto de los ácidos grasos que

se detectaron no superaron el 1%. Estos valores indican la composición primaria de cada uno

de los sobrenadantes. Para evaluar la degradación de los lípidos por acción de cada uno de los

sobrenadantes se consideró la diferencia entre  los ácidos grasos del extracto de la madera de

Nothofagus y el extracto tratado con el sobrenadante, considerando que cada sobrenadante

tenía en su composición inicial ácidos grasos. En la Tabla 19 se presentan los ácidos grasos

que aumentaron luego de la incorporación del sobrenadante al extracto de la madera.
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Tabla  18.  Ácidos  grasos  totales  obtenidos  por  cromatografía  debido  a  la  acción  de  los

sobrenadantes de los aislamientos utilizados sobre el extracto de madera de Nothofagus y

ácidos grasos propios de la madera de Nothofagus

T. de
retenci

ón

Nombre del
compuesto

Extracto
de

Nothofag
us

CIEFAPcc
445 
O.

grandicarp
um

CIEFAP
cc 446

O.
nothofa

gi

CIEFAPcc
463
O.

patagonic
um

CIEFAP
cc 475

O.
piliferu

m
% % % % %

4.1 C8:0 Octanoico (Caprílico) 0.023 0.190 0.701 -0.244 0.251

4.4 C9:0 Nonanoico 0.000 0.011 0.000 0.014 0.003

4.8 C10:0 Decanoico (Cáprico) 0.040 -0.654 0.416 -1.765 -0.216

5.3 C11:0 Undecanoico 0.000 -0.002 -0.058 0.017 -0.003

5.9 C12:0 Dodecanoico (Laurico) 0.432 -16.253 -0.596 -14.527 -5.284

6.6 C13:0 Tridecanoico 0.000 -0.008 0.002 -0.049 0.005

7.5 C14:0
Tetradecanoico

(Miristico)
1.108 -5.895 0.334 -3.558 -4.222

8.0
x-

metil
C14:0

x-metil tetradecanoico 0.000 -0.039 -0.053 -0.107 -0.008

8.2
x-

metil
C14:0

x-metil tetradecanoico 0.000 -0.001 -0.094 -0.191 -0.002

8.6 C15:0 Pentadecanoico 0.341 0.061 0.024 -0.023 0.020

8.9
x-

metil
C15:0

x-metil
pentadecanoico

0.795 0.332 0.000 0.641 0.148

9.3
x-

metil
C15:0

x-metil
pentadecanoico

0.000 0.000 -0.038 -0.123 -0.002

10.0 C16:0
Hexadecanoico

(Palmitico)
19.548 1.707 1.136 3.262 -0.510

10.3
7-

C16:1
Hexadec-7-enoico 0.388 0.076 0.008 -0.161 0.095

10.4
9-

C16:1
Hexadec-9-enoico

(Palmitoleico)
0.232 -0.172 -0.137 -1.152 -0.215
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10.6
AG no
identif

- 0.000 0.000 0.000 0.000 0.023

10.8
x-

metil
C16:0

x-metil hexadecanoico 0.000 0.000 0.000 0.074 0.019

11.0
x-

metil
C16:0

x-metil hexadecanoico 0.000 -0.066 -0.089 -0.310 0.000

11.5 C17:0
Heptadecanoico

(Margárico)
0.643 0.184 0.008 0.052 0.101

12.0
AG no
identif

- 0.000 -0.040 -0.159 -0.356 0.000

12.1
AG no
identif

- 0.000 0.000 0.000 0.000 -0.044

13.4 C18:0
Octadecanoico

(Esteárico)
2.840 -0.557 -0.341 -4.824 -0.920

13.8
9-

C18:1
Octadec-9-enoico

(Oleico)
4.973 -3.583 -3.166 -21.695 -1.567

13.9
11-

C18:1
Octadec-11-enoico 0.688 0.088 -0.145 -0.898 -0.009

14.0
AG no
identif

- 0.000 0.000 0.000 0.000 -0003

14.2
AG no
identif

- 0.000 0.075 0.000 0.000 0.037

14.7
9,12-
C18:2

Octadec-9,12-dienoico
(Linoleico)

22.645 7.721 0.669 15.658 4.128

15.3 C19:0 Nonadecanoico 0.000 0.069 0.000 0.110 0.031

16.0
9,12,1

5-
C18:3

Octadec-9,12,15-
trienoico (alfa-

Linolenico)
15.233 4.682 0.398 10.656 2.602

16.5
x,y-

C18:2
Octadec-x,y-dienoico 0.000 0.082 -0.106 0.000 -0.013

16.7
x,y-

C18:2
Octadec-x,y-dienoico 0.000 0.062 -0.084 0.000 -0.020

17.4 C20:0
Eicosanoico
(Araquidico)

4.517 1.704 0.160 3.388 0.808
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19.6 C21:0 Eneicosanoico 0.686 0.297 0.000 0.572 0.150

21.8 C22:0
Docosanoico
(Behénico)

10.435 4.126 0.428 7.877 1.954

24.0 C23:0 Tricosanoico 1.200 0.554 0.000 0.806 0.261

26.2 C24:0
Tetracosanoico
(Lignocérico)

8.256 3.855 0.784 6.858 1.513

28.4 C25:0 Pentacosanoico 0.627 0.000 0.000 0.000 0.000

30.7 C26:0
Hexacosanoico

(Cerótico)
3.180 1.393 0.000 0.000 0.681

37.0 C28:0
Octacosanoico(Montá

nico)
1.171 0.000 0.000 0.000 0.210

Los  datos  representan  la  diferencia  del  área  entre  los  ácidos  grasos  de  la  madera  de

Nothofagus, los ácidos grasos iniciales de cada uno de los sobrenadantes y los acidos grasos

obtenidos luego de la incorporación de los sobrenadantes al extracto de Nothofagus

Tabla 19. Ácidos grasos que aumentaron luego de la incorporación del sobrenadante fúngico

al extracto de  Nothofagus, calculados como la diferencia entre el porcentaje de cada ácido

graso del  sobrenadante  de  cada  aislamiento  con extracto  de  Nothofagus y  el  extracto  de

Nothofagus inicial.

Ácido graso
CIEFAPcc 445

O.
grandicarpum

CIEFAPcc 446
O. nothofagi

CIEFAPcc 463
O.

patagonicum

CIEFAPcc 475
O. piliferum

ácido octánico
(caprílico)

0.1670 0.6784 - 0.2283

ácido nonánico 0.0108 - 0.0137 0.0031
Decanoico
(Cáprico)

- 0.3758 - -

Undecanoico - - 0.0170 -
Tridecanoico - 0.0016 - 0.0052

- - - - 0.0227
x-metil

hexadecanoico
- - 0.0744 0.0193

- 0.0754 - - 0.0373
Nonadecanoico 0.0689 - 0.1101 0.0306

Octadec-x,y-
dienoico

0.0819 - - -

Octadec-x,y-
dienoico

0.0617 - - -
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Discusión

Análisis de la actividad enzimática

Todos los aislamientos mostraron actividad lipolítica extracelular, lo cual es coherente

con estudios previos dentro del género (Hasan et al. 2006). Se obtuvieron diferencias entre

los medios que contenían Tween 20 y Tween 80, mostrando que con Tween 20 habría más

actividad lipolítica. La utilización de Tween ya está citada en la bibliografía como sustrato

para la detección  de la actividad enzimática (Hankins & Anagnostakis, 1975, Plou et al.

1998, Nwuche et al. 2011, Geoffry & Achur 2018) y en  Ophiostoma Herrera et al. (2015)

utiliza Tween 80 como indicador de la actividad lipolítica en cepas de  O. piliferum. Usar

ambos  compuestos  permite  cubrir  un  rango  más  amplio  de  sustratos  debido  a  que  la

diferencia en la longitud y la insaturación de las cadenas de sus ácidos grasos puede estimar

la especificidad enzimática.

En  el  screening  inicial  observamos  que  la  cepa  CIEFAPcc  475  de  Ophistoma

piliferum fue la que mayor actividad mostró tanto en medio líquido como en medio sólido.

Esta especie ya ha sido reportada por su alta producción de lipasas, y actualmente se utiliza

comercialmente  en la  industria  papelera para  la  reducción del  pitch  (George  et  al.  1999,

Gutierrez et al. 2010).  O. patagonicum (CIEFAPcc 463) (especie cercana a  O. piceae) (de

Errasti.  2016) y  O. grandicarpum  (CIEFAPcc 463) mostraron también altos resultados de

actividad. No hay estudios previos de actividad de estas especies por lo que este trabajo sería

el primero, y los resultados obtenidos muestran que podrían tener un potencial para futuras

aplicaciones  industriales  a  investigar. Ophiostoma  nothofagi  (CIEFAPcc  446),  especie

endémica de la región patagónica, tuvo un crecimiento más lento en comparación con otros

aislamientos pero mostró una notable actividad en presencia de Tween 20. Esto sugiere que,

aunque la capacidad de producción enzimática es alta, el crecimiento micelial puede ser un

factor  limitante,  lo  cual  es  importante  considerar  en  aplicaciones  industriales  donde  el

rendimiento global es crítico (Mahadik et al. 2002).

La medición y detección de la actividad enzimática en medios ricos en lípidos es

complicada debido a que las enzimas, al ser solubles en agua, deben degradar sustratos que

no se mezclan con el agua. La actividad enzimática, por lo tanto, ocurre en la interfaz entre

las fases acuosa y lipídica, lo que añade un nivel de complejidad al proceso (Gupta et al.

2003).  Los  métodos  de  evaluación  utilizados,  DGGR  y  pNPP,  mostraron  diferencias

significativas en los valores de actividad enzimática medidos. Los valores fueron mucho más
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bajos con DGGR en comparación con pNPP, lo cual podría deberse a las diferencias en la

sensibilidad y especificidad de estos sustratos para la detección de actividad lipásica (Gupta

et al.  2003). Treichel et  al.  (2010) demostraron que la elección del sustrato puede influir

considerablemente en los resultados de la actividad enzimática reportada. Además, el análisis

estadístico indicó que no hubo diferencias significativas en la actividad medida con DGGR

entre  los  diferentes  aislamientos,  lo  que  podría  sugerir  que  los  aislamientos  tienen  una

especificidad natural más alta hacia pNPP que hacía DGGR, la estructura química del pNPP

podría  ser  más favorable para la  catálisis  por  la  lipasa específica.  Dado que la  actividad

lipolítica puede ser muy débil en circunstancias en las que las enzimas son difusas, es posible

que no se note la actividad a menos que se apliquen métodos de detección extremadamente

sensibles.  En  cuanto  a  los  modelos  cinéticos  que  describen  la  acción  de  estas  enzimas,

debemos recordar que, al actuar sobre sustratos hidrófobicos, en soluciones acuosas se suele

encontrar  un  equilibrio  entre  monómeros,  agregados,  micelas  y  emulsiones.  Las  lipasas

actúan en la interfaz lípido/agua, lo que hace que su cinética no se ajuste a las ecuaciones de

Michaelis-Menten  (Jaeger  y Reetz,  1998).  Los tensioactivos,  como glicéridos  parciales  y

ácidos grasos libres formados durante la reacción, se acumulan en la interfaz e impiden el

acceso de la lipasa al sustrato (Markweg-Hanke et al. 1995).

La utilización de desechos agroindustriales proporciona sustratos alternativos y puede

ayudar  a  resolver  los  problemas  de  que  de  otro  modo  podrían  ser  causados  por  su

eliminación. La elección del sustrato depende de varios factores, principalmente relacionados

con el coste y la disponibilidad. En este trabajo, utilizamos la madera de Nothofagus  como

inductor,  representativa  de  los  bosque  andino  patagónico,  de  donde  fueron  aisladas  la

mayoría de las cepas. Esta madera se emplea comúnmente en la construcción y otros fines,

generando residuos como aserrín y viruta que generalmente no reciben ningún tratamiento.

Estos  residuos suelen ser  simplemente dispuestos  en el  suelo sin ningún tipo  de manejo

posterior (Contardi y de Errasti,  2012). Alkan et al.  (2007) estudiaron el efecto de varios

residuos agroindustriales (salvado de trigo, cáscara de arroz, cáscara de lenteja, desechos de

plátano, desechos de sandía y desechos de melón) en la producción de lipasa. Kempka et al.

(2008) produjeron lipasa a partir de P. verrucosum utilizando harina de soja, melaza de caña

de azúcar, licor de maceración de maíz, levadura hidrolizada, extracto de levadura, cloruro de

sodio, aceite de soja, aceite de ricino, aceite de maíz, aceite de oliva y peptona. Sun & Xu

(2008)  informaron  que  un  sustrato  combinado  de  harina  de  trigo  con  salvado  de  trigo

favoreció una buena producción de biomasa y enzimas por parte de R. chinensis.
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La  termoestabilidad  de  las  lipasas  se  ha  considerado  como  la  característica  más

importante para su uso en la industria (Herbert, 1992). La estabilidad enzimática observada

en los diferentes aislamientos sugiere que, dependiendo del sustrato, algunos aislamientos son

más eficientes y estables en sus actividades catalíticas. Las diferencias observadas frente a los

dos sustratos pueden deberse a varios factores, como diferencias intrínsecas en la secuencia

de  aminoácidos  de  las  enzimas,  variaciones  en  la  expresión  génica  o  en  la  estabilidad

estructural  de  las  proteínas.  Además,  el  tipo  de  sustrato  puede  influir  en  la  afinidad

enzimática y en la velocidad de la reacción catalítica. Por ejemplo, las cepas CIEFAPcc 475 y

CIEFAPcc 463 muestran una mejor estabilidad y actividad frente a p-nitrofenil palmitato. Los

resultados indican que la estabilidad enzimática es mayor a temperaturas bajas (-10°C y 4°C)

para la mayoría de los aislamientos y sustratos. A temperaturas más altas (24°C y 60°C), la

actividad  enzimática  tiende  a  disminuir,  reflejando  una  menor  estabilidad.  Otros  autores

reportan la estabilidad térmica de las enzimas purificadas permanecen activas en el rango de

30  a  50  °C  durante  algunas  horas,  en  aislamientos  obtenidos  en  zonas  más  tropicales

(Kontkanen et al. 2006, Vaquero et al. 2015).  Las lipasas de hongos mesófilos son estables

en  soluciones  a  temperatura  ambiente,  asumiendo  que  no  hay  actividad  proteolítica.  La

mayoría pierde su actividad por arriba de los 40 °C pero algunas, como las secretadas por los

hongos  termófilos,  son  más  resistentes  a  la  inactivación,  como  por  ejemplo  Humicola

lanuginosa que secreta una lipasa estable a 60 °C (Liu et al. 1973). Nuestros aislamientos se

obtuvieron en el bosque andino patagónico, pueden crecer a bajas temperaturas (entre 3-8°C),

evidenciando  manchas graves en la madera almacenada a bajas temperaturas. Podemos decir

que estos organismos psicrofílicos podrían producir enzimas lipasas activas en frío. Se han

realizado pocos estudios de lipasas activas en frío a partir de hongos tolerantes a las bajas

temperaturas,  algunos  ejemplos  inlcuyen  Candida  lipolytica,  Candida  antarctica,

Geotrichum candidum, Pencillium roqueforti y Aspergillus nidulans aislados de muestras de

alimentos congelados y del suelo de la antártida (Alford & Pierce, 1961, Mayordomo et al.

2000, Zhang et al. 2003). La producción de la enzima adaptada al frío es la estrategia más

utilizada por los organismos psicrófilos como un supuesto mecanismo de adaptación al frío,

aumentando la flexibilidad de sus estructuras para compensar el efecto de congelación en

estos hábitats (Kavitha 2016, Collins & Feller 2023).
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Determinación de los extractivos de la madera

Los extractos son componentes no estructurales importantes de la madera que exhiben

una  alta  diversidad  química,  por  ejemplo,  compuestos  hidrófilos  y  lipófilos.  La  fracción

lipofílica se compone de ácidos grasos libres, ácidos resínicos, esteroles libres y esterificados,

ceras,  terpenos  y  glicéridos  (Hillis,  1962;  Fengel  &  Wegener  1984).  La  composición  y

abundancia  de  la  fracción  extraíble  varía  entre  las  diferentes  especies  de  plantas.  Los

esteroles libres y esterificados constituyen la parte de la fracción lipofílica de la madera de

algunas especies de frondosas. En cuanto a la composición del extracto de  Nothofagus, en

este  trabajo  obtuvimos  ácido  palmítico  y  ácido  linolénico  como  los  ácidos  grasos

mayoritarios.  En  otras  especies  forestales  como en  Eucalyptus  globulus (Gutierrez  et  al.

1999), Pinus sylvestris (Saranpaa & Nyberg 1987, Fischer & Holl 1992), Abies alba (Salem

et al. 2015, Wajs‐Bonikowska et al. 2016), Picea abies (Salem et al. 2015, Wajs‐Bonikowska

et al. 2016), Larix decidua (Salem et al. 2015), Cedrus libani (Hafizoğlu & Holmbom, 1987)

y  Populus  tremuloides (Sithole  et  al  1992),  los  ácidos  grasos  dominantes  son  el  ácido

linoléico (18:1) () y el ácido oleico (18:2) ()  Estos valores también reporta Rugolo (2018) en

sustrato de Nothofagus. Gao (1996) demostró que el aumento en la cantidad de ácidos grasos

libres estuvo estrechamente relacionado con la disminución de la cantidad de triglicéridos

luego de la inoculación con Ophiostoma. Martinez et al. (2000) evidenciaron la actividad de

cepas de Ophiostoma como reductores de los extractos de la madera. Las cepas albinas de O.

piliferum (Cartapip™) (Farrel et al. 1993) pueden reducir el contenido de extractivos de la

madera (triglicéridos, ácidos grasos y ácidos resínicos). Gutierrez et al. (1999) muestran una

reducción de triglicéridos del 49% y 40% para dos cepas de  O. piliferum.  Abraham et al.

(1998) también señalan una reducción de triglicéridos y un aumento de ácidos grasos por

acción de O. piliferum. En nuestro trabajo no vemos este aumento de ácidos grasos libres tan

marcado. Obtuvimos el aumento de solo algunos ácidos grasos, siendo la cepa CIEFAPcc 475

de O. piliferum la que más variedades de ácidos grasos aumentó y la cepa CIEFAPcc de O.

nothofagi la de menor variedad. Esto podría indicar que esos ácidos grasos son productos de

la degradación enzimática de los lípidos presentes en la madera de Nothofagus (Gao 1996).

Alberti  (2007) muestra que durante el  tratamiento de la madera se genera un incremento

inicial de los ácidos grasos insaturados (probablemente debido a la hidrólisis de los ésteres de

esteroles)  que posteriormente  se  degradan o  se  utilizan  en  rutas  metabólicas.  Los  ácidos

grasos generados a partir de la hidrólisis de triglicéridos están sujetos a degradación a través

de varias vías, de las cuales la más importante y ampliamente distribuida es la  ꞵ-oxidación
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dando como resultado la eliminación sucesiva de dos unidades de carbono de un sustrato de

acil-CoA derivado de ácidos grasos (Weete 1980, Gao 1996). En nuestro trabajo, tomamos un

sobrenadante de cultivo libre de células por lo que no habría asimilación celular de los ácidos

grasos  pero  si  puede haber  una  proporción  que  corresponda a  los  producidos  durante  el

cultivo de los hongos. Esto es variable, dependiendo de las condiciones de crecimiento y de

la  especie  pero  los  principales  ácidos  grasos  reportados  en  Ophiostoma  son  los  ácidos

linoleico, palmítico y oleico (Luara: linolénico)y podrían representar una pequeña fracción

del total de ácidos grasos libres detectados. Varios estudios han demostrado que las enzimas

proteolíticas son ampliamente producidas por Ophiostoma spp. y las actividades enzimáticas,

como por ejemplo de las lipasas, podrían inhibirse (Abraham et al. 1993, Breuil et al. 1994). 

Conclusiones

Se observó que todas las cepas mostraron actividad lipasa extracelular, siendo la cepa

CIEFAPcc 475 de Ophiostoma piliferum la más destacada en términos de actividad tanto en

medios  líquidos  como  sólidos.  Este  hallazgo  es  consistente  con  estudios  anteriores  que

también han identificado a otras cepas de Ophiostoma piliferum como productoras de lipasas

de  interés  industrial.  Incluimos  además,  el  estudio  del  potencial  de  aislamientos  de  las

especies nativas de la Patagonia, como Ophiostoma grandicarpum, Ophiostoma nothofagi y

Ophiostoma patagonicum, siendo los primeros reportes de esta actividad para estas especies.

Además, se encontraron diferencias significativas en la actividad lipolítica entre medios que

contenían Tween 20 y Tween 80, sugiriendo que el Tween 20 podría ser un mejor indicador

de actividad lipolítica en este contexto. 

En  términos  de  estabilidad  enzimática,  los  resultados  mostraron  que  la  actividad

lipolítica  extracelular  de  las  cepas  estudiadas  exhibe  una  mayor  estabilidad  a  bajas

temperaturas, una característica que posiblemente se relaciona con el hábitat natural de estos

hongos y que es relevante para su potencial aplicación industrial bajo diversas condiciones.

Además, se evidenció que tanto la selección del sustrato como el método de medición tienen

un impacto  significativo  en  los  resultados  de  la  actividad  enzimática,  lo  que  subraya  la

importancia de estandarizar y comparar adecuadamente los estudios. El análisis de los ácidos

grasos libres en mezclas de reacción a baja temperatura, que contenían extracto liposoluble de

la madera de  Nothofagus y sobrenadantes extracelulares de cultivos de cepas patagónicas

seleccionadas de Ophiostoma, reveló alteraciones en la abundancia relativa de ciertos ácidos

grasos específicos. Esto sugiere que las lipasas producidas por estos hongos podrían estar
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involucradas en la transformación de lípidos en la madera de  Nothofagus, un proceso que

podría influir en las interacciones con insectos que colonizan la madera y que merece ser

explorado más a fondo. Finalmente, la diversidad biotecnológica observada en las cepas de

Ophiostoma destaca su potencial para la producción de lipasas con aplicaciones industriales,

así como la importancia de considerar múltiples factores en el diseño y ejecución de estudios

enzimáticos para lograr resultados precisos y aplicables.
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Conclusiones generales 
En esta tesis se aporta información valiosa sobre diferentes hongos endófitos de la madera

de plantines de  Nothofagus dombeyi expuestos a déficit hídrico y al estrés causado por el hongo

Huntiella  decorticans y  a  su interacción  in  vitro con  este  fitopatógeno.  Específicamente,  se  ha

detectado que algunos de los hongos aislados, como unos pertenecientes a F. redolens y P. biciliata,

limitan el crecimiento micelial del fitopatógeno y que tienen capacidad de crecer en sistemas con

bajo potencial  agua,  sugiriendo a estos  hongos como biocontroladores  de fitopatógenos para la

producción forestal. Además, se determinó el potencial agua mínimo donde H. decortincans podría

crecer, siendo más susceptible que otros hongos, esto podría estar relacionado con características de

su ciclo de vida asociado a insectos y también a su patogenicidad ya que se ha observado que ante

situación de estrés hídrico de la planta el patógeno es más virulento.

Se presenta el primer análisis de aislamientos de Umbelopsis asociados al bosque patagónico

de Nothofagus utilizando criterios morfológicos y filogenéticos. Los aislamientos pertenecientes al

complejo  Umbelopsis ramanniana han revelado una capacidad diferencial para sintetizar enzimas

con actividad lipolítica, siendo ello dependiente del sustrato empleado y las condiciones de cultivo.

La  cepa  LPSc  521,  aislada  de  la  región  más  fría  de  Argentina,  Tierra  del  Fuego,  presenta

características fisiológicas distintivas como un bajo nivel de lípidos saturados, que posiblemente

esté relacionado a las condiciones del hábitat natural donde este hongo crece. 

En esta tesis se dan a conocer datos inéditos sobre la capacidad de diferentes aislamientos de

Ophiostoma asociados a la madera de ejemplares forestales de la Patagonia para sintetizar enzimas

con actividad lipolítica, incluyendo cepas nativas correspondientes a  Ophiostoma grandicarpum,

Ophiostoma nothofagi y Ophiostoma patagonicum. También se encontró que la cepa CIEFAPcc 475

de Ophiostoma piliferum reveló los mayores niveles de actividad lipolítica sobre diferentes sustratos

bajo diferentes condiciones de cultivo. Estudios de termoestabilidad y pruebas a bajas temperaturas

sugieren que estos hongos son fuentes de enzimas capaces de transformar los compuestos lipofílicos

de la madera de Nothofagus, lo cual puede tener relación con el rol que estos hongos cumplen en la

interacción con insectos xilófagos y su potencial tecnológico en procesos a bajas temperaturas. 
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