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Resumen

Los paramos de Ecuador cubren el 5% del territorio nacional abarcando 1 337 119 hectareas,
donde habitan alrededor de 628 especies endémicas Unicas y gran riqueza con respecto a la
micologia del suelo. Ademas, investigaciones han demostrado que la actividad enzimatica de
varios hongos aislados de estos ecosistemas, poseen importantes aplicaciones en
biorremediacion y procesos industriales. Sin embargo, las investigaciones publicadas en el pais
no proporcionan suficiente informacion sobre la especificidad enzimatica de especies fungicas
de paramo. EIl presente estudio evalud las actividades enzimaticas amilasa, fosfatasa, ari-
sulfatasa y ureasa de hongos aislados de suelo pristino de paramo del Parque Nacional
Cayambe Coca obtenidos previamente en el proyecto de cooperacion internacional BIOGEEC.
En la determinacion de las actividades enzimaticas, se realizaron ensayos en medios
enzimaticos comerciales cuantificando el didmetro del halo de hidrélisis en milimetros, los
géneros Aspergillus sp. y Eupinicillium sp. presentaron actividad amilasa y ureasa donde
Eupinicillium sp. presenté mayor didmetro en actividad amilasa y ureasa, ademas, Aspergillus
sp. y Rhizopus sp. evidenciaron actividad fosfatasa y Aspergillus sp. presenté mayor diametro
en actividad fosfatasa. Sin embargo, ningun aislado evaluado presento actividad ari-sulfatasa
dado a que las cepas no crecen en condiciones anoxicas. Posteriormente, se determinaron
medios liquidos para la esporulacion de las cepas con actividades enzimaticas, los medios
evaluados fueron Agar Sabouraud Dextrosa con extracto de levadura (ASD), el medio Extracto
de Malta (M) y el medio extracto de Levaduray Glucosa (LG), el medio M evidencié mayor
germinacion y esporulacién en las cepas. Finalmente, se realizaron pruebas de conservacion
para las cepas aisladas, utilizando Z. mays y O. sativa en conjugacion con agua esteril y se
refrigeraron a -20°C con la finalidad de preservar las cepas con actividades enzimaticas para

fututas aplicaciones. El cepario fue reactivado a los 45y 90 dias donde se evalu6 las actividades
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enzimaticas a los 7 dias posteriores de la reactivacion, se obtuvo la conservacion enzimatica en
amilasa, ademas, las actividades ureasa y fosfatasa aumentaron en comparacion con las
actividades antes de la conservacion gracias a que las semillas utilizadas proporcionan fuentes

de fosforo y nitrégeno.

Palabras clave: Aspergillus sp., Eupinicillium sp., Rhizopus sp., actividad enzimatica,

esporulacién, conservacion.
Autor: Garcia Navarrete Matias Benjamin

Mayo — 2022
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CAPITULO |
1. INTRODUCCION

1.1. Problema

Ecuador pese a tener una densidad de 0.016 especies/Km?, figurandolo tres veces por
encima de Colombia y veintiiin veces superior a Brasil en biodiversidad, sus paramos ubicados
a una altitud promedio de 3 300 ms.n.m. (subministros de agua y esenciales sumideros de
carbono) cubren el 5% del territorio nacional abarcando 1 337 119 hectareas, donde habitan
alrededor de 628 especies endémicas Unicas, los paramos han sido muy poco estudiados con
respecto a su micologia del suelo. Ademas, se ha ignorado que su separacion geoespacial por
la Cordillera de los Andes proporciona habitats Unicos, obligando a diversas especies fungicas
a adaptarse a condiciones extremas de los distintos habitats propiciando el aumento de la
biodiversidad micobiolégica (Estrella, 2005; Bravo, 2014; Morocho & Chuncho, 2019).

El estudio de la actividad enzimatica de los hongos de paramo representa un gran paso
para el desarrollo de tecnologias que permitan la proteccién y regeneracion de la biodiversidad
endémica del Ecuador. Sin embargo, las investigaciones publicadas en el pais no proporcionan
suficiente informacion sobre la especificidad enzimatica de especies fungicas de paramo frente
a diversos sustratos que alteren la integridad del suelo y la capacidad que poseen los hongos en
la regeneracion de suelos. Ademas, la sintesis enziméatica nativa estd afectada por la

disponibilidad de nutrientes, que, en suelos degradados por incendios, es extremadamente baja.

1.2. Justificacion

La Biotecnologia ha avanzado enormemente en los Ultimos afios y con ello el desarrollo
de nuevas técnicas de biorremediacion e industriales in situ utilizando microorganismos nativos
0 recombinantes con actividad enzimatica frente a sustratos especificos. Estos
microorganismos son capaces de reducir y degradar contaminantes, como hidrocarburos de
petroleo, hidrocarburos aromaticos policiclicos, bifenilos policlorados, ésteres de ftalato,
compuestos nitroaromaticos, solventes industriales, pesticidas y metales, ademas, presentan
una mayor actividad en presencia de inhibidores y una mayor eficacia a una baja concentracion
de contaminantes, estas caracteristicas los vuelven muy atractivos ya que pueden que pueden
realizar procesos metabdlicos asegurando la supervivencia en condiciones extremas de vida
(Dua, Sethunathan & Johri, 2012; Jain & Bajpai, 2012; Sharma, Dangi & Shukla, 2018; Saini,
Rani, Sharma & Verma, 2021).
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Ecuador al ser un pais biodiverso presenta gran potencial en la Biotecnologia enfocado
a diferentes areas de proteccion medioambiental, las investigaciones con enfoque en el analisis
de actividades enziméticas permiten desarrollar nuevas tecnologias y metodologias que
beneficien a la proteccion de la biodiversidad ecuatoriana (Sutherland, Horne, Weir, Coppin,
Williams, Selleck & Oakeshott, 2004; Corredor, Mesa, Gallo & Pino, 2013; Castro Fernandez
& Fernandez, 2021). Las enzimas microbiologicas no solo permiten la restauracion de
diferentes ecosistemas, sino, son capaces de enriquecer el ecosistema facilitando la
accesibilidad de nutrientes para plantas, animales u otros organismos presentes sin intervenir
negativamente en su ciclo de vida debido a que su biodegradacion es eficaz. Ademas, la
capacidad de los microorganismos fangicos para enriquecer suelos es usada en la actualidad
como factor crucial en biofertilizantes adquiriendo relevancia en la industria agricola ya que
permite el aumento del rendimiento en sus productos con alta rentabilidad en el mercado
(Sutherland et al., 2004; Sharma, Dangi & Shukla, 2018; Blanco & Castro, 2021; Saini et al.,
2021).

El andlisis de la actividad enzimatica de microorganismos fungicos de paramo nativos
de Ecuador permitira el desarrollo de tecnologias y metodologias para la preservaciéon y
proteccion de la biodiversidad, sustituyendo métodos convencionales. Las aplicaciones de

hongos de paramo abriran nuevas puertas para el desarrollo sustentable del Ecuador.

1.3. Objetivos de la investigacion
1.3.1. General
Evaluar la actividad enzimatica de hongos aislados de suelo pristino de paramo

del Parque Nacional Cayambe Coca.

1.3.2. Especificos
e Determinar la actividad enzimatica de los hongos en diferentes sustratos.
e Formular medios liquidos de esporulacién para cepas fungicas.

e Identificar sustratos para la conservacion de las cepas fangicas.

1.4. Pregunta directriz
¢Los hongos aislados de suelo pristino de paramo poseen actividades enzimaticas

aplicables en procesos de biorremediacién e industriales?
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1.5. Marco legal

La Constitucion del Ecuador (2008), Titulo VII, Segundo capitulo, Segunda seccidn,
Art. 400, se declara que “El Estado ejercera la soberania sobre la biodiversidad, cuya
administracion y gestion se realizara con responsabilidad intergeneracional. Se declara de
interés publico la conservacion de la biodiversidad y todos sus componentes, en particular la
biodiversidad agricola y silvestre y el patrimonio genético del pais”. Ademas, en el mismo
capitulo, Tercera seccion, Art. 404 y 406, especifican que “El patrimonio natural del Ecuador
unico e invaluable comprende, entre otras, las formaciones fisicas, biologicas y geolégicas
cuyo valor desde el punto de vista ambiental, cientifico, cultural o paisajistico exige su
proteccion, conservacion, recuperacion y promocion. Su gestion se sujetara a los principios y
garantias consagrados en la Constitucion y se llevard a cabo de acuerdo al ordenamiento
territorial y una zonificacion ecoldgica, de acuerdo con la ley” y “El Estado regulara la
conservacion, manejo y uso sustentable, recuperacion, y limitaciones de dominio de los
ecosistemas fragiles y amenazados; entre otros, los paramos, humedales, bosques nublados,
bosques tropicales secos y hiumedos y manglares, ecosistemas marinos y marinos-costeros”,
respectivamente. En la Quinta seccion del mismo capitulo, Art. 409, decreta que “ES de interés
publico y prioridad nacional la conservacion del suelo, en especial su capa fertil. Se
establecerd un marco normativo para su proteccion y uso sustentable que prevenga su
degradacion, en particular la provocada por la contaminacién, la desertificacion y la erosion.
En &reas afectadas por procesos de degradacion y desertificacion, el Estado desarrollard y
estimulara proyectos de forestacion, reforestacion y revegetacion que eviten el monocultivo y
utilicen, de manera preferente, especies nativas y adaptadas a la zona”. El Plan de creacion de
oportunidades 2021 — 2025, eje de transicion ecoldgica, Objetivo 11 declara “El conservar,
restaurar, proteger, y hacer un uso sostenible de los recursos naturales y es fundamental
garantizar la administracion de estos recursos y el desarrollo de actividades que permitan

incrementar su conservacion”.

La presente investigacion se ampara en los articulos de la Constitucion del Ecuador y
El Plan de creacién de oportunidades ya mencionados, se plantea realizar una evaluacion de la
actividad enzimatica de hongos de paramo pristino ecuatoriano en diferentes sustratos con la
finalidad de ampliar su conocimiento como potenciales agentes en procesos bioregenerativos
de suelos quemados. Estos procesos permitiran la restauracion y proteccion de la biodiversidad

en suelos afectados por incendios forestales.
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1.6. Alcance

En el presente estudio se generara nueva informacion cientifica sobre la actividad
enzimética de hongos aislados de suelo pristino de paramo, partiendo de su afinidad hacia
diferentes sustratos. La evaluacion enzimatica se realizara utilizando medios selectivos para
identificar las enzimas secretadas por las cepas fangicas. El anlisis de la actividad enzimatica
permitira la comprension de los mecanismos enzimaticos necesarios que permiten al hongo
biodegradar compuestos complejos. Ademas, facilitara la identificacion de la funcion de los
microorganismos flangicos dentro de los suelos pristino de paramos. Adicionalmente, se
establecera un medio de esporulacion genérico para las distintas cepas aisladas del suelo
pristino de paramo. Finalmente, las cepas seran aplicadas en biorreactores que contengan como
sustrato suelo quemado para evaluar la bioregeneracion del suelo mediante parametros fisico-

quimicos.

Este estudio aumentara el conocimiento que posee Ecuador sobre la actividad
enzimética de hongos de suelo de paramo, asi mismo, abrird paso al desarrollo de nuevas
tecnologias, estrategias y métodos enfocados a la bioregeneracion de suelos afectados por
incendios forestales. La capacidad de biodegradacién de los hongos seré el factor principal de
los procesos, ademas, utilizar hongos facilitara la recolonizacion de la flora y fauna, permitira

la accesibilidad de nutrientes yacentes en el suelo para autétrofos nativos de la zona.

Los microrganismos fungicos de paramo poseen gran potencial en diferentes procesos
de bioregeneracion de suelos gracias a su gran cantidad de maquinaria enzimética y su
versatilidad les permite adaptarse a diferentes procesos de produccion industrial. Sin embargo,
para identificar todo el potencial y la capacidad enzimética de los hongos, se requiere la
realizacion de mas investigaciones con la finalidad de comprender la complejidad y variedad

enzimatica de dichos microorganismos.
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CAPITULO II
2. MARCO TEORICO

2.1. Hongos de paramo y actividad enzimatica

Los hongos son el linaje filogenético mas versatil del Arbol de la Vida y son capaces
de colonizar y sobrevivir en héabitats extremos como paramos, donde las temperaturas son
extremadamente bajas (inferiores a 15 °C), ademas, los escasos nutrientes y disponibilidad de
agua en estos habitats es sumamente baja y la radiacion ultravioleta-B es elevada dada su
proximidad con la linea ecuatorial (Gerday, Aittaleb, Bentahir, Chessa, Claverie, Collins &
Feller, 2000; Rafig, Hassan, Rehman & Hasan, 2019). Los hongos que crecen en ambientes
hostiles desarrollan perfiles psicrotréfico o psicrofilico, por consecuencia, su desarrollo es a 0
°C y con condiciones dptimas de crecimiento comprendidas entre 15 a 20 °C e inferiores a 15
°C (Gerday et al., 2000; Hassan, Rafig, Hayat, Shah & Hasan, 2016; Rafiq et al., 2019).

La capacidad catalitica de las enzimas activas en frio de los hongos aislados en entornos
frios, ha sido analizada en diferentes investigaciones atrayendo el interés de diferentes procesos
industriales que requieran de temperaturas bajas porque eliminan la necesidad de procesos de
calentamiento que perjudican la calidad, la sostenibilidad y la rentabilidad de la produccion
industrial, ademas, las enzimas activas en frio son utilizadas en el ablandamiento de carne, la
condimentacién, el procesado de alimentos, la elaboracion de cerveza, procesos de horneado,
la produccion de queso y en balanceados para animales (Santiago, Ramirez, Zamora & Parra,
2016; Kumar, Mukhia & Kumar, 2021; Jiang, Chen, Bao, Wang, Yang, Mei & Shen, 2021,
Brick et al., 2022).

Ademas, algunas enzimas flngicas son capaces de degradar los componentes de la
pared celular vegetal, como los componentes del sistema celulolitico (endoglucanasas,
exoglucanasas y PB-glucosidasa), para la ruptura eficiente de la celulosa y del sistema
xilanolitico (principalmente endoxilanasa y B-xilosidasa) para la descomposicion del xilano al
nivel de azucares reductores. Son ampliamente aplicadas en procesos biotecnoldgicos en areas
como la industria alimentaria, la produccion de combustibles, detergentes y la biopulpa
biopulping (Polizeli, Rizzatti, Monti, Terenzi, Jorge & Amorim, 2005; Santiago et al., 2016;
Andlar, Rezi¢, Mardetko, Kracher, Ludwig & Santek, 2018; Pasin, Scarcella, de Oliveira,
Lucas, Cereia, Betini & Polizeli, 2020). Los aspectos mencionados se encuentran resumidos

en la Figura 1.
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Figura 1.
Resumen del potencial industrial, biotecnoldgico y biorremediacion de ambientes utilizando
actividad enzimatica de hongos de suelo pristino de paramo.

Potencial Tolerancia/ frente )f\:. 'f/
biotecnaoldgico péramo resistencia _H\\ H‘"{!ﬂ /Ir/,q
por ._f\ \\,
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enzimatica
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‘ Biorremediacion ‘
I
Suelos N\ Aguas
Ly O X |
\ Tssn, rd Alimentos Combustible Biopulping vy
¢ detergentes

Nota: Adaptado de VVan Agteren et al. (1998); Polizeli et al. (2005); Van Stempvoort et al. (2006); Santiago et al.
(2016); Boopathy (2017); Andlar et al. (2018); Ceci et al. (2018); Miri et al. (2019); Pasin et al. (2020); Kumar et
al. (2021); Jiang et al. (2021); Briick et al. (2022).

2.2. Phylum: Ascomycota

Los ascomicetos son un filo de hongos que constituyen alrededor del 75% de todos los
hongos descubiertos, ademas, la produccién de esporas enddgenas (células especializadas que
funcionan como propagulos en reposo o dispersion para la colonizacion de los hongos) es
masiva mediante reproduccion asexual y sexual. Sus ascosporas (esporas sexuales) se
desarrollan dentro de sacos tubulares llamados ascos cuya funcion es expulsar las esporas al
ambiente mediante el aumento de osmolitos en el momento preciso dentro del asco, atrae agua
para aumentar la presion de turgencia, las ascas punzantes han evolucionado para estirarse
hacia arriba y empujar las esporas a través de un poro en la parte superior del saco, este
mecanismo de reproduccion se activa con la maduracion de las ascas (Figura 2jError! No se
encuentra el origen de la referencia.). La dispersion de esporas mediante descarga forzada

es importante para la colonizacién de nuevos sustratos (Deacon, 2006; Trial, 2007).
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Figura 2.

Peritecio de Gibberella zeae que muestra un asco (a) descargando su contenido de esporas y
liquido epiplasmatico, un asco maduro que se extiende hacia arriba listo para disparar (b) y
un asco maduro no extendido (c). Barra de escala = 50 pm.

Nota: Extraido de Trail (2005).

Los hongos ascomicotas presenta estructuras de ascos unitarios inoperculados, ascos

unitarios operculados o ascas bitunicadas cuya funcién consiste en expulsar esporas al medio,

estas se presentan descritas en la Tabla 1.

Tabla 1.

Tipos de estructuras de ascas de Ascomycete.

Estructura

Descripcién

AsCos unitarios
inoperculados

ASCOS unitarios
operculados

Ascas bitunicadas

Estructura de Unica pared y poro en la punta del asco que se abre para liberar
las esporas. 'Muro Unico' se refiere al muro, el cual actia como una sola unidad,
sin importar cudntas capas se puedan distinguir. EI poro no conserva una tapa,
sin embargo, puede tener incluido un tapon que se expulsa cuando el asco se
fractura.

Tienen una sola pared y tapa con bisagras las cuales se abren para liberar las
esporas, el opérculo se desarrolla temprano en la formacién del asco mediante
un pellizco de una regidn de la punta del asco.

Tienen dos paredes, una pared externa es fina y dura, se abre a medida que el
asco se expande, mientras que, la pared interna se extiende a través de la pared
externa y dispara las esporas. La mayoria de ascas bitunicadas en la pared
interna tienen un poro para disparar las esporas.

Nota: Adaptado de Hung (1977); Minter y Cannon (1984); Read y Beckett (1996); Trial (2007).

2.3. Esporulacion fungica

La esporulacion fungica es un proceso complejo estimulado por ritmos biologicos

ambientales y enddgenos. Este proceso ha sido ampliamente estudiado en modelos bioldgicos
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como Aspergillus nidulans, A. niger y Neurospora crassa enfocando el estudio en mecanismos
moleculares para la induccion de conidios, donde se descubrid varios genes involucrados en la
via de transduccién de sefiales. Ademas, varios eventos interdependientes deben interactuar
durante el transcurso de la esporulacion, por ejemplo, diferentes concentraciones de sustrato y
actividades enzimaticas in vivo, ademas, diferentes factores controlan el proceso de

esporulacién (Su et al., 2012).

2.3.1. Control nutricional

La mayoria de las especies fungicas son grandemente afectadas por el control
nutricional con respecto a las concentraciones de carbono, nitrégeno y microelementos. La
esporulacion generalmente sucede cuando la tasa de crecimiento se minimiza y se obstruye en
condiciones gue benefician el rapido crecimiento micelial (Wulandari et al., 2009; Braun et al.,
2011; Su et al., 2012).

El medio mas utilizado para el aislamiento y cultivo de especies flngicas es el agar
patata dextrosa (PDA) también existen otros medios utilizados como el agar malta dextrosa,
agar sacarosa de patata, medio extracto de levadura-fosfato, agar autolisado de levadura
Czapek, agar extracto de malta, agar harina de maiz, agar jugo de vegetales V8 y medio agar
patata zanahoria. Sin embargo, estos medios proporcionen condiciones de crecimiento dptimas
para el desarrollo fungico teniendo como consecuencia ser ineficientes para inducir la
esporulacién de aislados (Guo et al., 1998; Li et al., 2007; Su et al., 2012). Algunos medios
bajos en nutrientes comUnmente utilizados para la esporulacion son agar agua, PDA de
concentracion media o ¥ y medio de agar sintético pobre en nutrientes (Masangkay et al.,
2000).

2.3.2. Efecto de luz

La luz es un estimulo fundamental para la formacion de conidios. La exposicion de los
micelios a luz ultravioleta (UV) y luz azul son utilizas ampliamente. Estudios han inducido
exitosamente la produccidn de esporas en algunas especies de Ascomicetos (Crous et al., 2006),
Basidiomicetos (Miller, 1967), Myxomycetes (Starostzik y Marwan, 1995), y Zygomycetes
(Idnurm et al., 2006) mediante el estimulo con luz UV donde las ondas comprendidas entre

350 y 500 nm son mas efectivas para la induccién de esporas.

2.3.3. Tejido huésped
Especies fungicas fitopatdgenas suelen ser utilizadas para inducir la esporulacion en los

tejidos del huésped fuente. Photita et al. (2001) utilizaron peciolos de platano para estimular la
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esporulacién de enddfitos aislados de hojas de platano silvestre (Musa acuminata). En algunas
especies Botryosphaeriaceae spp. se utilizaron agujas de pino estériles sobre la superficie de
medio agar para inducir picnidios. Se encontrd que las hojas de clavel (Dianthus caryophyllus)
son un buen sustrato para la esporulacion en especies de Fusarium y Pestalotiopsis (Fisher et
al., 1982; Wei y col., 2006; Liu y cols., 2010). Estudios realizados demostraron que las hojas
de Hydrangea o Gardenia son efectivas para la formacion de peritecios y ascosporas de
Pleospora herbarum, Glomerella cingulata, Mycosphaerella allicina, Metasphaeria spp. y
Guignardia spp. (Furukawa y Kishi, 2002). La biotina en los tejidos vegetales puede alterar la
sintesis de polisacaridos de la pared y &cido oleico y asi desencadenar la expresion selectiva de

genes implicados en la esporulacion (Yamaguchi, 1974; Timberlake, 1980).

2.4. Aplicacion de hongos en biorremediacion

La biorremediacion de suelos es un proceso que se basa en mecanismos biologicos
(degradar, mineralizar, detoxificar y transformar) para reducir la concentracion de
contaminantes a un estado inocuo, ademas, indica potencial en el ahorro de costos
significativos y un enfoque practico en comparacion con tecnologias de remediacion
convencionales (Van Agteren, Keuningb & Oosterhaven, 1998; Van Stempvoort & Grande,
2006; Azubuike, Chikere, & Okpokwasili, 2016). Este proceso adquirid relevancia ambiental
durante el suceso de derrame de petrdleo de Exxon Valdez (1989) en Prince William Sound,
Alaska debido a que la limpieza fue un éxito gracias a la utilizacion microbioldgica de enzimas
activas en frio (Atlas & Bartha, 1998; Miri, Naghdi, Rouissi, Kaur Brar & Martel, 2019). Los
microorganismos como los hongos permiten la biorremediacion de suelos y aguas
contaminadas gracias a su capacidad de degradacion en condiciones aerdbicas y anaerdbicas.
Los hongos a partir de procesos oxidacion de los contaminantes organicos generan energia
suficiente para suplir sus necesidades metabdlicas, ademas, son capaces de asimilar el carbono

de dichos contaminantes e incorporarlo en su nuevo material celular (Miri et al., 2019).

Los hongos aerdbicos utilizan oxigeno como medio final de aceptor de electrones,
mientras que los hongos anaerobios utilizan sustancias, como sulfato, nitrato, manganeso,
hierro e intermedios organicos como aceptores de electrones (Van Agteren et al., 1998;
Boopathy, 2017; Miri et al., 2019). En la degradacidn aerdbica, muchos contaminantes pueden
servir como fuente de carbono y energia para hongos que son capaces de producir enzimas
degradantes, mientras, la degradacién anaerdbica los hongos pueden llevar a cabo la oxidacion
de sustratos por transferencia de electrones a un aceptor adecuado (Van Agteren et al., 1998;

Boopathy, 2017). Un claro ejemplo de degradacion anaerobea se visualiza en el estudio de
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Coello (2012) donde el hongo Pleurotus ostreatus es capaz sobrevivir en suelos contaminados
con elevadas concentraciones de metales pesado y bajas concentraciones de oxigeno siendo
capaz de promover la regeneracion de suelos gracias a su capacidad enzimaética en degradar
compuestos persistentes. En suelos contaminados por metales pesados e isomeros de
hexaclorociclohexano (HCH), Penicillium griseofulvum fue elegido como modelo de
evaluacion para la tolerancia y resistencia frente a compuestos toxicos, se determind que
P. griseofulvum tiene gran potencial como agente de biomineralizacion de metales,
movilizacion de metales y biotransformacion de mezclas de isdmeros de hexaclorociclohexano
(HCH), ademas, mostro gran resistencia frente a vanadio (Ceci, Pinzari, Riccardi, Maggi,
Pierro, Petrangeli Papini & Persiani, 2018). Esto sugiere la viabilidad del uso de hongos en

actividades de bioregeneracion de suelos.

Los hongos adquieren cada vez mas importancia como biofertilizantes para mejorar el
rendimiento de los cultivos. Dada la gran variedad de zonas climaticas donde se siembran los
cultivos, los biofertilizantes deben adaptarse a las condiciones climéticas de la zona, incluidas
las regiones frias con una productividad baja en comparacion con regiones con climas
tropicales (Rafiq et al., 2019). Las fosfatasas adaptadas al frio pueden hidrolizar las fuentes de
fosfato organico, que se vuelven asimilables por las raices de las plantas, mejorando su
crecimiento econdémico y ecologico, eliminando la necesidad de fertilizantes quimicos (Wang,
Jiang, Wu, Hao, Su, Cai & Liu, 2015; Rafiq et al., 2019; Adhikari, Jain, Sharma & Pandey,
2021).

En un estudio realizado por Jiang (2021) se aislaron hongos psicrotréficos que degradan
la celulosa e identifico una nueva especie de hongo Aureobasidium paleasum sp. que posee un
fuerte potencial de degradacion de la paja de arroz y sus ensayos de actividad enzimatica
determinaron una alta actividad celulolitica a temperaturas muy bajas, con alta adaptabilidad
térmica de 5 °C a 50 °C, siendo la méas dptima de 10 °C, este hongo descompuso de manera
eficaz la pajay la celulosa a 10 °C en comparacion a hongos mesoéfilos, ademas, acorto la etapa
termofila, mejord la madurez del compost y mejor6 la calidad del compost. Este y otros
estudios sugieren la existencia de hongos de frio capaces de degradad la celulosa mejorando el
compostaje a bajas temperaturas u otros residuos agroindustriales como la paja de cebada, trigo
y avena (Camacho, 2013).
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CAPITULO 111
3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Descripcion del area de estudio
El presente estudio se realiz6 en los laboratorios de Biotecnologia Aplicada ubicados
en el campus “Antiguo Hospital San Vicente de Paul” perteneciente a la Universidad Técnica

del Note localizada en la ciudad de Ibarra, Imbabura-Ecuador.

3.1.1. Investigacion documental

Esta investigacion utilizé las especies fungicas aisladas de suelo de paramo pristino
(BIOGEEC) expuestas en la Tabla 2 para el analisis de actividades enzimaticas, estableciendo
medios de esporulacion y la determinacion de sustratos para la crioconservacion de las cepas
fangicas. El periodo de investigacion duré 12 meses.

Tabla 2.
Identificacion de aislados pristinos y codificacion.

Cadigo Identificacion

Género: Aspergillus

Phylum: Ascomycota
Género: Microsporum

MP1

Phylum: Ascomycota

PQ1

Género: Eupenicillium
PP2 Phylum: Ascomycota
Orden: Eurotiales

PP3 Geénero: Aspergillus
Phylum: Ascomycota

PP4 Genero: Rhizopus
Phylum: Zygomycota

MP3 Género: Microsporum
Phylum: Ascomycota

MP4 Género: Aspergillus
Phylum: Ascomycota
Nota: extraido y adaptado de BIOGEEC-UTN (2021).
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3.2. Determinacion de actividad enzimatica de los hongos en diferentes sustratos

3.2.1. Crecimiento vegetativo de cepas fungicas
Los hongos previamente aislados en el proyecto BIOGEEC fueron seleccionados por
morfologia después de la reactivacion y se incubaron a temperatura ambiente en medio PDA

adicionando cloranfenicol (0.1 g/L) en cajas Petri hasta un periodo de 18 dias.

3.2.2. Cribados de actividades enzimaticas

En el primer cribado, se prepararon medios comerciales ari-sulfatasa (Himedia), ureasa
(Himedio), fosfatasa (Himedia) y almiddn caseinasa (Himedia). En los medios enzimaticos se
inocularon las 7 cepas en condiciones estériles mediante capilares e incubadas durante 13 dias.
Posterior a los 13 dias de incubacion, se adicionaron los reactivos carbonato de sodio (2 M),
hidroxido de sodio (1M), lugol y urea (40% g/g) a los medios enzimaticos de ari-sulfatasa,
fosfatasa, amilasa y ureasa, respectivamente, con la finalidad de observar la colorimetria en
presencia de dichas actividades enzimaticas (Figueroa, Morales & Carmen, 2019; Jacques,
Lenzo, Stevens, Lawrence & Tan, 2021; Briick, Comtato, Gamboa-Trujillo, de Oliveira, Cereia
& Moraes Polizeli, 2022).

Para el segundo cribado se seleccionaron las cepas que presentaron actividades
enzimaticas en los medios ari-sulfatasa, ureasa, fosfatasa y amilasa. Se extrajeron discos de 5
mm de radio provenientes del micelio de las cepas PP2, PP3, PP4, PQ1 y MP4. Posteriormente,
se inocularon los medios enziméticos con los discos durante 72 horas a 25°C, posterior al
tiempo de incubacién se adicionaron los reactivos para cuantificar los halos de hidrdlisis
midiendo el diametro del halo en milimetros. Sin embargo, la medicién del diametro en el halo
de hidrolisis en los ensayos de ureasa se ejecutd a las horas 9, 18 y 27, realizando el analisis
estadistico en la hora 27. Se utilizé Aspergillus niger como control positivo amilasa (Figueroa
et., 2019; Jacques et al., 2021; Brick et al., 2022).

3.3. Formulacién de medios liquidos de esporulacion para cepas fungicas

3.3.1. Medios de esporulacion liguida

Los medios de esporulacion liquida fueron formulados a partir de la composicion de
Agar Sabouraud Dextrosa con medio liquido de extracto de levadura, extracto de Malta (M) y
medio de extracto de levadura y glucosa (LG), la composicidn de los medios se observa en la

Tabla 3, Tabla 4 y Tabla 5, respectivamente.
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Tabla 3.
Agar Sabouraud Dextrosa con extracto de levadura (ASD).

Componente Concentracion (g/L)
D-glucosa 40.00
Peptona 10.00
Extracto de levadura 10.00

Nota: Extraido de Zhao et al. (2023).

Tabla 4.
Medio extracto de malta (M).
Componente Concentracion (g/L)
D-glucosa 20
Agua peptona 1
Extracto de Malta 20
Nota: Extraido de Zhao et al. (2023).
Tabla 5.
Medio extracto de levadura y glucosa (LG).
Componente Concentracion (g/L)
D-glucosa 40.00
Extracto de levadura 20.00

Nota: Extraido de Zhao et al. (2023).

3.3.2. Estimulacion en la produccion de esporas en medios liquidos

Las cepas PP2, PP3, PP4, PQ1l y MP4 fueron seleccionadas para los ensayos de
esporulacion debido a que presentaron actividades enzimaticas. Se preincubaron en medios
PDA durante 7 dias a una temperatura de 25°C para obtener crecimiento micelial.
Posteriormente, se extrajeron discos de 5 mm de radio provenientes del crecimiento micelial

con la finalidad de inocularlos en los medios de esporulacion ya mencionados.

En el primer cribado se administré 15 mL de cada medio de esporulacién en diferentes
tubos Falcon de 15 mL, ademas, se utilizd agua estéril (15 mL) como control negativo. Se
extrajo un disco de 5 mm de radio del micelio de las cepas para inocular los medios liquidos
de esporulacion y en el control negativo, el periodo de incubacion durg 7 dias a temperatura
ambiente a 200 rpm en una incubadora orbital, sin triplicados. En la extraccion de esporas se
tomaron alicuotas de 1 mL del medio liquido (previamente homogeneizado) en tubos
Eppendorf para ser centrifugados a 14 500 rpm durante 20 minutos donde se descartd el
sobrenadante y se conservo el precipitado de esporas. Posteriormente, se adiciond 1 mL de

agua destilada esteril al precipitado para luego homogeneizar en un vortex. Finalmente, se
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extrajo 10 uL del liquido y se observo la presencia de esporas en un microscopio. Para el
segundo cribado se siguio la misma metodologia que en el primero, sin embargo, se realizaron
triplicados y se utiliz6 un volumen de 30 mL en tubos Falcon de 50 mL. Ademas, en la
extraccion de las esporas se tomaron alicuotas al tercer, quinto y séptimo dia posterior a la
inoculacion en los medios liquidos de esporulacion. Las inoculaciones de los medios de
esporulacién se realizaron en condiciones estériles (Sloan et al., 1960; Kawchuk et al., 1993;
Adams, 1995; Jacques et al., 2021; Zhao et al., 2023).

3.3.3. Germinacion y viabilidad de esporas fungicas

Los tubos Eppendorf con las esporas previamente extraidas fueron nuevamente
centrifugados en las mismas condiciones y se eliminé el sobrenadante de agua destilada estéril.
Posteriormente, se adicion6 1 mL de una solucién de sacarosa al 3% para luego ser
homogeneizados en un vortex. Finalmente, se dejo germinar las esporas durante tres horas para
adicionar azul de lactofenol y detener la germinacion, se recolectaron 10 uL del liquido con las
esporas activadas y se contabilizaron en camara de Neubauer el total de esporas y las esporas
que presenten tubos germinales (Sloan et al., 1960; Kawchuk et al., 1993; Wendland, 2020;
Jacques et al., 2021; Zhao et al., 2023).

3.4. Identificacion de sustratos para la conservacion de las cepas fangicas
Los sustratos para la conservacion de las cepas fungicas aisladas de suelo pristino de
paramo fueron semillas de Zea mays y Oryza sativa (sin pericarpio), las semillas fueron

adquiridas en el mercado Amazonas de la ciudad de Ibarra.

3.4.1. Esterilizacion de semillas

Las semillas fueron esterilizadas superficialmente por inmersién en etanol al 70% (v/v)
durante 1 minuto a 200 rmp. Posteriormente, se realizaron tres lavados en agua destilada para
luego ser llevados a la autoclave a una temperatura de 121 °C y 15 Psi durante 45 minutos para

terminar el proceso de esterilizacion (Doni et al., 2017; Ashton et al., 2019; Khashaba, 2021).

3.4.2. Inoculacion y conservacion de las cepas fungicas

Se colocaron individualmente 30 gramos de Z. mays y 30 gramos de O. sativa en las
cepas PP2, PP3, PP4, PQ1 y MP4 (previamente incubadas en cajas Petri durante 7 dias), los
sustratos con las cepas fueron incubados durante 14 dias. Posteriormente, las semillas
inoculadas con cada una de las cepas se extrajeron con pinzas estériles y se colocaron 15
gramos dentro de tubos Falcon (15 mL) por cada cepa y los 15 gramos restantes dentro de un

segundo grupo de tubos Falcon por cada cepa para luego aforar con agua destilada estéril
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(autoclavada 3 veces). Cada cepa contd con 2 tubos Falcon que contenian 15 gramos de Z.
mays (inoculado con la cepa) cada uno y con 2 tubos Falcon que contenian 15 gramos de O.
sativa (inoculado con la cepa) cada uno. Finalmente se guardaron los ensayos en una
refrigeradora a una temperatura de -20°C durante 45 y 90 dias (Alarcon, 2006; Vellanki et al.,
2018; Acosta, 2019).

3.4.3. Reactivacion del cepario

Las cepas conservadas en los sustratos fueron reactivadas a los 45 y 90 dias posteriores
a su conservacion. Las cepas se descongelaron a una temperatura de 4 °C durante 1 hora y 30
minutos, posteriormente, con el fin de terminar el proceso de descongelacion, se las llevo a
temperatura ambiente durante 1 hora'y 30 minutos. Una vez descongeladas las cepas que fueron
conservadas en Z. mays y O. sativa se procedié a descartar el agua contenida en los tubos
Falcon para Unicamente trabajar con las semillas inoculadas por los hongos. Finalmente, las
semillas fueron colocadas en medios PDA con cloranfenicol (0.1 g/L) para la reactivacion de
los hongos (Alarcon, 2006; Vellanki, 2018; Ashton et al., 2019).

La primera reactivacion de los hongos se realizd a los 45 dias posteriores a la
conservacion, se utilizaron los primeros 15 gramos de Z. mays y los primeros 15 gramos de O.
sativa de cada cepa conservada. La segunda reactivacion se realiz6 a los 90 dias posteriores a
la conservacidn, se utilizaron los 15 gramos restantes de Z. mays y los 15 gramos restantes de
O. sativa de cada cepa conservada, este proceso se realizd en condiciones estériles (Alarcon,
2006; Vellanki, 2018; Ashton et al., 2019).

3.4.4. Analisis morfoldgico y enzimatico

Las cepas reactivadas fueron incubadas durante 7 dias, posteriormente, se realiz6
tincion con azul de lactofenol y microscopia del micelio de las cepas para el andlisis
morfolégico con la finalidad de observar la existencia de cambios morfoldgicos posteriores a
su reactivacion y confirmar si la cepa fue conservada, este proceso se realizé en condiciones

estériles.

Las cepas conservadas fueron sometidas a pruebas enzimaticas para amilasa, fosfatasa
y ureasa, siguiendo la metodologia del primer objetivo, sin embargo, la medicion en el didmetro
del halo de hidrolisis para actividad ureasa se realizé en la hora 9 posterior a la inoculacion en
el medio enzimatico debido a que antes de la hora 18 el halo de hidrdlisis cubrié todo el medio
enzimatico en todas las cepas con dicha actividad. El analisis permitio verificar si conservan

iguales, menores 0 mayores actividades enzimaticas encontradas en el primer objetivo.
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3.5. Analisis estadistico
El anélisis estadistico se realizo Unicamente en las cepas que presentaron actividad

enzimatica para amilasa, ureasa, fosfatasa y ari-sulfatasa.

3.5.1. Analisis del halo de hidrolisis y halo de crecimiento fungico

El analisis estadistico tuvo 6 repeticiones por cada medio enzimético, donde cada cepa
fangica contd con 24 repeticiones totales. El objetivo 1 contd con 30 repeticiones en total de
las 5 cepas con actividades enzimaticas, la codificacion de cada repeticion se muestra en la
Tabla 6.

Se cuantifico el diametro (mm) del halo de hidrolisis en los medios enzimaticos. Los
resultados se analizaron mediante un analisis de la varianza con disefio de bloques
completamente al azar (DBCA) para controlar los géneros de las cepas flangicas y las
observaciones, el nivel de significancia utilizado fue del 0.05. Se identificé la cepa con mayor
halo de hidrolisis en diferentes actividades enziméticas con el analisis funcional de Tukey 5%

y T-student 5% para muestras independientes.

Tabla 6.
Codificacion de los medios enzimaticos a analizar en el objetivo 1.
Medio enzimatico - Tratamiento
i Repeticion i
Nombre Cadigo Cadigo
R1 XAR1
R2 XAR2
_ R3 XAR3
Almidon A
R4 XAR4
R5 XARS
R6 XARG6
R1 XAR1
R2 XAR2
R3 XAR3
Fosfatasa F
R4 XAR4
RS XAR5
R6 XAR6
R1 XSR1
_ R2 XSR2
Ari-sulfatasa S
R3 XSR3
R4 XAR4
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RS XARS

R6 XARG6
R1 XUR1
R2 XUR2
R3 XUR3
Ureasa U
R4 XAR4
R5 XAR5
R6 XAR6

Nota: X en el codigo del tratamiento simboliza el cddigo de cada cepa flngica asignada por el estudio BIOGEEC.

3.5.2. Analisis de esporas generadas y germinacion

El andlisis estadistico tuvo 3 repeticiones por cada medio liquido de esporulacion,
donde cada cepa fangica conto con 9 repeticiones. El objetivo 2 conto con 45 repeticiones en
total de las 5 cepas con actividades enzimaticas, la codificacion de cada repeticion se muestra
en la Tabla 7.

Se realizaron anélisis de la varianza factorial con disefio de bloques completamente al
azar de los diferentes medios de esporulacion liquidos utilizados, previo a la comprobacion de
los supuestos estadisticos de los datos obtenidos, el nivel de significancia utilizado fue del 0.05.
Se identificé el medio liquido de esporulacion con mayores unidades de esporas (u/mL) y

germinacién (u/mL) con el analisis funcional de Tukey 5%.

Tabla 7.
Codificacién de los medios de esporulacion a analizar en el objetivo 2.
Medio de esporulacion o Tratamiento
— Repeticion —
Nombre Cddigo Cddigo
o R1 XELR1
Medio liquido de extracto de
EL R2 XELR2
levadura y glucosa
R3 XELR3
R1 XMR1
Medio extracto de malta M R2 XMR2
R3 XMR3
R1 XSDR1
Agar Sabouraud Dextrosa con
medio liquido de extracto de SD R? XSDR2
levadura R3 XSDR3

Nota: X en el cédigo del tratamiento simboliza el codigo de cada cepa flngica asignada por el estudio BIOGEEC.
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3.5.3. Analisis del halo de crecimiento fangico

El analisis estadistico siguio el mismo procedimiento ya mencionado en el analisis
estadistico del objetivo 1, sin embargo, se realizaron 6 repeticiones para cada cepa reactivada
en sus respectivos sustratos y 12 repeticiones por medio enzimatico, siendo un total de 60

repeticiones, la codificacion de cada repeticion se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8.
Codificacion de los medios de conservacion a analizar en el objetivo 3.
Medio de conservacion o Tratamiento
— Repeticion —
Sustrato Cadigo Cadigo
R1 XZMR1
R2 XZMR2
R3 XZMR3
Zea mays ZM
R4 XZMR4
R5 XZMR5
R6 XZMR6
R1 XOSR1
R2 XOSR2
] R3 XOSR3
Oryza sativa 0S
R4 XOSR4
RS XOSR5
R6 XOSR6

Nota: X en el codigo del tratamiento simboliza el cddigo de cada cepa fingica asignada por el estudio BIOGEEC.
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS Y DISCUSION

Se utilizo la caracterizacion morfologica de las cepas para sustentar los resultados

obtenidos durante la investigacion, la morfologia fue definitiva por el proyecto BIOGEEC.

4.1. Objetivo 1: Determinacion de actividad enzimatica de los hongos en

diferentes sustratos

4.1.1. Actividad amilasa

El primer cribado revel6 la presencia de actividad amilasa para las cepas MP4 y PQ1
pertenecientes al género Aspergillus sp. y en la cepa PP2 perteneciente al género Eupinicillium
sp., el segundo cribado evidencio diferencias significativas para actividad amilolitica (gl=3.00;
F=35.85; p<0,0001) como se evidencia en el Anexo 1. La cepa PP2 evidencié mayor categoria
de significancia con media de 24.19 mm en el didmetro del halo de hidroélisis en comparacion
a la cepa PQ1 con media 20.68 mm, pero misma categoria de significancia con la cepa MP4
cuya media es 15.08 mm (Figura 3). La actividad amilasa sugiere la secrecion de enzimas
activas en carbohidratos (CAZymes) perteneciente al filo Ascomycota para los géneros
Aspergillus sp. y Penicillium sp. (Barrett et al., 2020). Sin embargo, el control A. niger cuya
media es 23.11 mm no evidencio diferente categoria de significancia con las cepas PP2 y PQ1
pese a tener menor media en comparacion a la cepa PP2, pero si con la cepa MP4 aun que
pertenezcan al mismo género. Ademas, la cepa PP2 perteneciente al género Eupenicillium sp.
revel6 mayor crecimiento y esporulacion en este medio en comparacion al género Aspergillus

sp. e incluyendo al control.

Eupenicillium sp. es un estado teleomorfico; estado reproductivo sexual de morfologia
fructificada (Samson et al., 1981; Pitt, 1979; Chen et al., 2015), de Penicillium sp. esto indica
que los resultados obtenidos concuerdan con investigaciones realizadas por diferentes
investigadores donde se comparan actividades enzimaticas para amilasa y celulasa en
diferentes especies de Aspergillus sp. y Penicillium sp. revelando mayor actividad enzimatica
en el género Penicillium sp. (Oyewole et al., 2011; Khokhar et al., 2011; Ogbonna et al., 2014;
Aisien et al., 2019). Las investigaciones de Sahoo et al. (2014) refuerzan los hallazgos con
respecto a la actividad de las cepas PP2, PQ1 y MP4 donde reporta mayor actividad enzimatica
amilolitica en especies de Eupenicillium sp., Aspergillus sp., Trichoderma sp., Paecilomyces
sp., y Eurotium sp., en aislados de manglares, ademas, reporta mayor actividad en fuentes de

carbono para la produccion de amilasas tales como dextrosa e inositol.
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Figura 3.
Actividad amilasa de las cepas MP4, PP2, PQ1y A. niger.
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Nota: las letras significan diferencia estadistica entre las cepas aisladas, * significa diferencia estadistica al

comparar con el control. Las barras de error corresponden a la desviacién estandar de los resultados y sus réplicas.

4.1.2. Actividad ureasa

La actividad ureasa detectada en el primer cribado corresponden a las cepas MP4, PQ1
y PP2 de las siete cepas evaluadas, el segundo cribado revel6 diferencias significativas para
actividad ureasa (gl= 2.00; F=5.93; p=0.02) como se evidencia en el

Anexo 2. La cepa PP2 correspondiente al género Eupenicillium sp. con media de 19.88 mm
de didmetro en el halo de hidrolisis para actividad ureasa, reveld diferente categoria de
significancia frente a la cepa MP4 con media de 16.28 mm, sin embargo, no existio diferente
categoria frente a la cepa PQ1 con media 16.99 mm. Las cepas PQ1 y MP4 correspondientes
al género Aspergillus sp., no evidenciaron diferentes categorias de significancia en actividad
ureasa (Figura 4,
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Anexo 2).

La presencia de actividad urea amidohidrolasa (ureasa) concuerdan con los reportados
por Akhtar et al. (2014), Doriya et al. (2016) y Kemona et al. (2016) reportan potencial urea
amidohidrolasa en diferentes especies de Aspergillus sp. Diversas investigaciones enfocadas
en la deteccién de actividad urea amidohidrolasa en diferentes aislados de suelos y sustratos
indican que el género Penicillium sp. posee dicha actividad, sin embargo, el potencial de la
enzima depende del tipo de especie y aislado utilizado (Alizadeh et al., 2017; Fang et al., 2018;
Oses-Pedraza et al., 2020; Liu et al., 2021).

Figura 4.
Actividad ureasa de las cepas MP4, PP2y PQ1 en la hora 27.

30
— a
E 25
= 20 { ab b
=2 : T
Ne)
5 15 1
=
S 10
S
©
I 5

0

PP2 PQ1 MP4
Cepa

Nota: las letras significan diferencia estadistica entre cepas. Las barras de error corresponden a la desviacion
estandar de los resultados y sus réplicas.

La

Figura 5 reporta la actividad de las cepas MP4, PQ1y PP2 en la hora 9, 18 y 27 posteriores a

su inoculacion en el medio especifico.
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Figura 5.
Actividad ureasa de las cepas MP4, PP2y PQ1 en las horas 9, 18 y 27.
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Nota: Las barras de error corresponden a la desviacion estandar de los resultados y sus réplicas.
4.1.3. Actividad fosfatasa

El primer cribado para actividad fosfatasa revel6 la presencia de actividad para las cepas
PP3 y PP4 correspondientes a los géneros Aspergillus sp. y Rhizopus sp., respectivamente, el
segundo cribado demostré diferencias  significativas para actividad fosfatasa
(T=11.45; p< 0.0001) como se evidencia en el

Anexo 3. La cepa con mayor actividad en el diametro del halo de hidrdlisis fue PP3 cuya media
es 38.17 mm, present6 diferente categoria de significancia con respecto a la media de 22.96
mm de la cepa PP4, sugiriendo mayor actividad en la aplicacién de sustratos con elevados
niveles de fosforo (Figura 6). El grado de actividad de las cepas esta determinado por el género,
estos resultados concuerdan con Tsekova et al., (2000) donde se analizé la actividad fosfatasa
de diferentes especies de Aspergillus sp. y Rhizopus sp. y su capacidad en la bioacumulacion
de Cu?*, se menciona que el mejor género para actividad fosfatasa corresponde a Aspergillus
sp., mientras que la cepa con mayor biocumulacion de Cu?* corresponde a Rhizopus sp. Sin
embargo, se estudid la actividad en presencia del ion Cu?* donde en Aspergillus sp. aumento
la concentracion extracelular de la enzima y en Rhizopus sp. la disminuyo, estos hallazgos
sugieren que el ion Cu?* puede actuar como cofactor para el aumento en la produccion
enzimatica en la cepa PP3 mientras que en la cepa PP4 actuaria como inhibidor en la

produccién enzimatica.
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Figura 6.
Actividad fosfatasa de las cepas PP3 'y PP4 en la hora 27.
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Nota: Las barras de error corresponden a la desviacion estandar de los resultados y sus réplicas.

4.1.4. Actividad ari-sulfatasa

Los cribados realizados para las cepas MP1, MP3, MP4, PQ1, PP2, PP3y PP4 revelaron
ausencia de actividad ari-sulfatasa debido a que los géneros Aspergillus sp., Eupenicillium sp.,
Rhizopus sp., Microsporum sp. y Mucor sp., son microorganismos los cuales no se desarrollan
en ambientes andxicos por un requerimiento minimo de oxigeno para comenzar la
biodegradacion de diferentes sustratos y garantizar la supervivencia. La mayoria de
microorganismos que se desarrollan en condiciones andxicas pertenecen a bacterias, las cuales
por las condiciones de su entorno estan obligadas a biosintetizar enzimas sulfatasas para la
supervivencia (Atlas et al., 1981; Buckman et al., 1991; Hyden et al., 2019; Kour et al., 2019).

4.2. Objetivo 2: Formular medios liquidos de esporulacién para cepas fungicas

Se evalud el medio liquido Agar Sabouraud Dextrosa con extracto de levadura (ASD),
el medio extracto de Malta (M) y el medio extracto de Levadura y Glucosa (LG) para la
esporulacién de las cepas PP2, PP3, PP4, PQ1 y MP4, se contabilizé el nimero de esporas
germinadas y totales. La seleccion de las cepas se baso en la presencia de actividades para
amilasa, fosfatasa y ureasa. El andlisis de la varianza para el niUmero de esporas totales reveld
diferencias significativas (gl= 2.00; F= 23.49; p<0.0001) para los medios y diferencias
significativas para las cepas (gl= 4.00; F= 24.5; p<0.0001) como se observa en el Anexo 4. El

medio ASD con media de 1681667 u/mL y el medio M con media de 217833 u/mL comparten
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categoria de significancia, sin embargo, el medio LG con media de 67167 u/mL obtuvo inferior
categoria de significancia en comparacion con el medio M y ASD (Figura 7iError! No se
encuentra el origen de la referencia.jError! No se encuentra el origen de la referencia.).
El medio M evidencio ser 1.30 veces superior en comparacion al medio ASD y 3.24 veces
superior en comparacion al medio LG. Se analizo las esporas totales producidas de las cepas y
se evidencié que las cepas PP2 y MP4 con medias 291389 u/mL y 219722 u/mL,
respectivamente, comparten misma categoria de significancia entre ellas y superior categoria
de significancia en comparacion a las cepas PP3, PQ1y PP4 con medias de 57778 u/mL, 68889
u/mL y 117500 u/mL, respectivamente, las cuales comparten misma categoria de significancia

(Figura 7iError! No se encuentra el origen de la referencia.).

Figura 7.
Esporas totales producidas al quinto dia de inoculacién en los medios de esporulacion.
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Nota: la sigla M, ASD y LG corresponde al medio de extracto de Malta, al medio Agar Sabouraud Dextrosa con
extracto de levadura y al medio extracto de Levadura y Glucosa, respectivamente, las letras mayUsculas indican
diferencia significativa entre cepas, las letras mindsculas indican diferencia estadistica entre medios liquidos de

esporulacion. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar de los resultados y sus réplicas.

El analisis de la varianza para el numero de esporas germinadas revel6 diferencias

significativas (gl= 2.00; F= 18.79; p<0.0001) para los medios y diferencias significativas para
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las cepas (gl= 4.00; F= 14.63; p<0.0001) como se observa en el Anexo 5. La media de
45167 u/mL correspondiente al medio M demostré mayor categoria de significancia en
comparacion a la media de 29333 u/mL del medio ASD y a la media de 17667 u/mL del medio
LG (Figura 8). ElI medio M con respecto a las esporas germinadas evidencio ser 1.54 veces
superior en comparacién al medio ASD y 2.56 veces superior en comparacion al medio LG. El
analisis para esporas germinadas en las cepas revel6 que la media de 52778 u/mL de la cepa
MP4 y la media de 41111 u/mL de la cepa PP2 comparten misma categoria de significancia y
superior categoria de significancia en comparacion a las cepas PP3, PP4 y PQ1 con medias de
25278 u/mL, 17778 u/mLy 16667 u/mL, respectivamente. Mientras que, la cepa PP3 comparte
categoria de significancia con las cepas PP2, PP4 y PQ1 (Figura 8).

Figura 8.
Esporas germinadas al quinto dia de inoculacion en los medios de esporulacion.
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Nota: la sigla M, ASD y LG corresponde al medio de extracto de Malta, al medio Agar Sabouraud Dextrosa con
extracto de levadura y al medio extracto de Levadura y Glucosa, respectivamente, las letras mayusculas indican
diferencia significativa entre cepas, las letras mindsculas indican diferencia estadistica entre medios liquidos de

esporulacion. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar de los resultados y sus réplicas.

El medio ASD y LG tienen dextrosa como unica fuente de carbono, mientras que, el

medio M tiene dextrosa y extracto de malta como fuentes de carbono, sin embargo, el medio
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M comparte misma categoria de significancia con el medio ASD Yy superior categoria de
significancia que el medio LG con respecto a las esporas totales (Figura 7). EI medio M al
contener maltosa como fuente adicional de carbono resulto en superior categoria de
significancia en comparacion a los medios ASD y LG con respecto a las esporas germinadas
(). Mulik et al. (2020) menciona que la utilizacion de maltosa promueve el crecimiento micelial
y germinacion de esporas, ademas, estudio diferentes fuentes de carbono donde analizo
manitol, maltosa y dextrosa donde determind que la maltosa en conjugacion con diferentes
fuentes de nitrogeno estimula eficientemente la esporulacion en diferentes cepas de Aspergullis
sp. en comparacion con la dextrosa. Gao et al. (2010) en los resultados de su investigacion con
respecto a las concentraciones de carbono y nitrdgeno para esporulacion de hongos de
biocontrol evidencié que la relacion C:N de 5:1, el carbono debe estar en mayor proporcion
que el nitrogeno para inducir la esporulacién en hongos, ademas, Teertstra et al. (2017) utiliza

maltosa como medio de germinacion en esporas de A. niger.

Basu et al. (1962) y Zong et al. (2015) realizaron diferentes pruebas de crecimiento
micelial y esporulacion en Penicillium sp. con fuentes de carbono como maltosa, dextrosa,
fructosa, manosa, sacarosa y almidon donde mencionan que tanto en el crecimiento micelial y
esporulacién de las cepas, la maltosa siempre promovia de manera eficiente el crecimiento
micelial y esporulacion del hongo en comparacion con la dextrosa gracias a que esta
proporciona el doble de carbonos, ademas, Basu et al. (1962) recalca que las fuentes de carbono
gue sean monosacaridos son menos eficientes que los polisacaridos dado a que proporcionan
menos moléculas de carbono. Pascual et al. (1997), Mossini et al. (2009), Sharma et al. (2010)
y Li et al. (2021) evidenciaron mayor eficacia en la esporulacion de Penicillium sp. utilizando
fuentes de carbono polisacaridas, sin embargo, también evaluaron diferentes fuentes de
nitrogeno en la esporulaciéon y determinaron que la utilizacion de fuentes peptonadas y
aminoacidos libres dieron mayores tasas de esporulacién, esto concuerda con los medios
utilizados donde el medio ASD y M contenian peptona bacterioldgica (10 g/L) y agua peptona
(1 g/L), respectivamente, como principales fuentes de nitrégeno resultando en mayor nimero
de esporas totales en estos medios para la cepa PP2 del género Eupenicillium sp. Sin embargo,
este comportamiento no se evidencio Unicamente en la cepa PP2, las cepas PP3, PP4, PQl y
MP4 presentaron mayor numero de esporas totales en los medios que contienen fuentes de
nitrogeno peptonadas (jError! No se encuentra el origen de la referencia.). Aguirre (2006) y
Li et al. (2021) mencionan la importancia del nitrégeno en la estimulacién de la esporulacion

debido a la necesidad de sintetizar aminoacidos, proteinas y acidos nucleicos necesarios para
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la construccion del protoplasma de las esporas, ademas, la mayoria de especies fungicas
prefieren utilizar fuentes de nitrogeno organico gracias a su facil asimilacion. Los resultados
obtenidos en esporas totales y germinadas son inferiores en comparacion a la bibliografia
analizada debido al menor tiempo de incubacion de las cepas en los medios liquidos de

esporulacion.

4.3. Objetivo 3: Identificacion de sustratos para la conservacion de las cepas

fangicas.

4.3.1. Microscopia

La conservacion de las cepas fangicas en Z. mays y O. sativa las cuales fueron
sumergidas en agua destilada estéril dentro los tubos Falcon (15 mL) y llevadas a refrigeracion
(-20 °C) durante 45 y 90 dias, conservaron sus respectivas morfologias en todos los periodos
de reactivacion (Tabla 9), los sustratos ricos en fuentes de carbono proporcionaron los
nutrientes necesarios para la conservacion del cepario fingico. Las cepas reactivadas a los 45
dias posteriores a sus reactivaciones no presentaron contaminacion dado a que los medios PDA
fueron enriquecidos con cloranfenicol (0.1 g/L). Sin embargo, la segunda reactivacién del
cepario al dia 90, la cepa PP4 presentd contaminacion de levaduras al octavo dia posterior a su

reactivacion.

La cepa PP3 en la reactivacion a los dias 45 y 90 presentd produccion de esporas en la
superficie de las semillas a los 7 dias posteriores a la reactivacién en PDA, también, la cepa
PP4 en la reactivacién al dia 45 present6 esporas al septimo dia de reactivacion. Ademas, se
observo produccion de un pigmento amarillento caracteristico de carotenoides en el noveno dia

posterior de la reactivacion en las cepas PP3 'y MP1 en los sutratos Z. mays y O. sativa.

Bueno et al. (1998) y Ayala-Zermefio et al. (2017) experimentaron métodos de conservacion
de cepas fungicas con agua destilada estéril y menciona la supresién del pleomorfismo gracias
a la utilizacion de agua destilada estéril, ademéas, mencionan la capacidad de recuperar
propiedades fisicas y bioquimicas de las cepas, sin embargo, Ayala-Zermefio et al. (2017)
reportd perdida de viabilidad en las cepas después de 12 meses de conservacion y perdida de

la mayoria del cepario después de 24 meses.
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Tabla 9.

Microscopia en 100X de las cepas reactivadas a los 45 y 90 dias posteriores a su conservacion en Z. mays y O. sativa.

Cepa Sustrato (dia)

Z. mays (45 dias) O. sativa (45 dias) Z. mays (90 dias) O. sativa (90 dias)
PP2
PP3

44




PP4

PQ1

45



MP1

MP3

46




MP4
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4.3.2. Viabilidad enzimatica
El andlisis de viabilidad enzimética se realizé Unicamente con las cepas que

presentaron actividades enzimaticas en el objetivo 1.

4.3.2.1 Actividad amilasa

El analisis de viabilidad enzimatica posterior a la reactivacion para la cepa MP4 revel6
diferencias significativas (gl= 5.00; F= 36.46; p<0.0001) para los sustratos de conservacion,
evidenciado en el Anexo 6. Las medias del didmetro de 14.58 mm y 15.07 mm en el halo de
hidrolisis para O. sativa (45 dias) y Z. mays (90 dias), respectivamente, coinciden con la misma
categoria de significancia en comparacion a la actividad antes de la reactivacion (A.A.R.) cuya
media es 15.08 como se evidencia en la Figura 9. Sin embargo, los sustratos Z. mays (45 dias)
con media 11.49 mm y O. sativa (90 dias) con media 11.66 mm presentaron menor categoria

de significancia con respecto a A.A.R.

Z. mays y O. sativa estan conformados alrededor del 25-30% de amilosa 'y 70-75% de
amiloectina (Musa et al., 2011; Uarrota et al., 2013), los sustratos pese a contener elevado
porcentaje de almidon (amilosa y amilopectina) no conservaron la misma categoria de
significancia para actividad amilolitica en todos los tiempos de reactivacion de la cepa en
comparacion con A.A.R. La diferencia categorica esté relacionada con la condicién del grano,
es decir, O. sativa no poseia pericarpio (envoltura protectora del grano, conformada por
celulosa, hemicelulosa y lignina) permitiendo accesibilidad directa de la cepa a la fuente
nutricional del endosperma (amilosa y amilopectina) y evidenciando a los 45 dias la misma
categoria de significancia en comparacion con A.A.R., pero disminuyendo su actividad
enzimatica a los 90 dias, por contraparte, Z. mays poseia pericarpio interviniendo en el acceso
al endosperma obteniendo como resultado mayor actividad enzimatica a los 90 dias y misma
categoria de significancia con A.A.R., pero menor categoria de significancia a los 45 dias de
reactivacion (Figura 9), esto sugiere que la accesibilidad proporcionada por el pericarpio actla
como regulador, ademas, la relacion del género fungico con el tipo de sustrato utilizado
interviene en la conservacion enzimatica dado a la existencia de especies de Aspergillus sp.
patogenas en O. sativa y Z. mays. La conservacion de la cepa MP4 en Z. mays para periodos

de 90 dias es viable dado a la conservacion de la actividad enzimatica.
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Figura 9.
Actividad enzimatica amilasa posterior a la reactivacion en los dias 45 y 90 en los sustratos

Z. maysy O. sativa para la cepa MP4.
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Los sustratos y tiempos de reactivacion no evidenciaron diferencias significativas
posterior al analisis de viabilidad enzimatica (gl= 5.00; F= 1.37; p= 0.2693) para la cepa PP2,
evidenciado en el Anexo 7. El sustrato Z. mays para los tiempos 45y 90 dias con medias en el
diametro de sus halos de hidrdlisis de 23.46 mmy 22.27 mm, respectivamente, se clasificaron
en la misma categoria de significancia en comparacion con A.A.R. cuya media es 24,19 mm.
Adicionalmente, el sustrato O. sativa para los tiempos 45 y 90 dias con medias de 22,40 mmy
22,07 mm, respectivamente, no revelo diferencia en categoria de significancia en relacion a
A.A.R. como se observa en la Figura 10. Los sustratos utilizados coinciden estadisticamente

con la misma actividad enzimatica en el halo de hidrolisis con A. niger de media 23,11 mm.

La conservacion en la viabilidad amilolitica de la cepa PP2 estd directamente
relacionada con su género Penicillium sp. debido a su capacidad fitopatdgena frente a granos
de Z. mays y O. sativa (Chowdhury et al., 2021; Matei et al., 2015). El género Penicillium sp.

posee mayor actividad celulolitica y amilolitica en comparacién a géneros como Aspergillus
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sp. (Khokhar et al., 2011; Barrett et al., 2020), obteniendo como resultado misma categoria de
significancia en los sustratos utilizados gracias a la capacidad de degradar la composicién
biogquimica del pericarpio y aprovecharla para su conservacion. Utilizar ambos granos para la

conservacion enzimética de la cepa es viable para periodos de 90 dias.

Figura 10.
Actividad enzimética amilasa posterior a la reactivacion en los dias 45y 90 en los sustratos

Z. maysy O. sativa para la cepa PP2.
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El andlisis de viabilidad enzimatica para los sustratos y tiempos de reactivacion
evaluados evidenciaron significancia estadistica (gl= 5.00; F= 40.86; p<0.0001) para la cepa
PQ1, evidenciado en el Anexo 8. Los sustratos Z. mays y O. sativa del tiempo de reactivacion
de 45 dias obtuvieron misma categoria de significancia con medias de 12.94 mmy 14.06 mm
en los diametros de sus halos de hidrdlisis, mientras que, los sustratos en el tiempo de
reactivacion de 90 dias evidenciaron mayor categoria de significancia resultando con media de
17.15 mm para Z. mays y 17.67 mm para O. sativa. Sin embargo, los sustratos y tiempos de
reactivacion evaluados presentaron menor categoria de significancia en comparacion a A.A.R.
con media de 20,68 mm en el halo de hidrolisis (Figura 11). La cepa PQ1 pese a pertenecer al
género fitopatdgeno Aspergillus sp. evidencid disminucién en su viabilidad enzimatica, donde

Z. mays y O. sativa en el periodo de 90 dias fueron 0.83 y 0.85 veces inferiores,
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respectivamente, en comparacion a A.A.R. Bueno et al. (2006), Roy et al. (2014) y Ayala-
Zermefio et al. (2017) mencionan la importancia de seleccion en la metodologia de
conservacion basadndose en la naturaleza del género fangico, la disponibilidad de los nutrientes
otorgados por el sustrato y factores fisicos como la temperatura para prevenir la perdida de
viabilidad.

Figura 11.
Actividad enzimatica amilasa posterior a la reactivacion en los dias 45 y 90 en los sustratos

Z.maysy O. sativa para la cepa PQL.
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4.3.2.2. Actividad urea amidohidrolasa

El andlisis de viabilidad enzimatica en los sustratos evaluados revelo diferencias
significativas (gl= 5.00; F= 114.47; p<0.0001) para la cepa MP4, evidenciado en el Anexo 9.
Se evidenci6 que A.A.R. obtuvo la menor categoria de significancia en comparacion con los
sustratos y tiempos de reactivacién evaluados con una media de 13.11 mm en el didmetro del
halo de hidrdlisis, los sustratos Z. mays (45 dias), Z. mays (90 dias) y O. sativa (90 dias)
presentaron la misma categoria de significancia con medias 13.82 mm, 14.18 mmy 17.95 mm,
respectivamente. Sin embargo, el sustrato O. sativa (45 dias) evidencié la mayor categoria de
significancia con una media de 39.86 mm como se observa en la Figura 12. En el periodo de
90 dias Z. mays y O. sativa evidenciaron ser 1.10 y 1.37 veces mayores, respectivamente, en

comparacion a A.A.R. en el diametro del halo de hidrolisis. Z. mays (90 dias) comparte misma
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categoria de significancia con A.A.R. y O. sativa (90 dias), pero O. sativa (90 dias) no comparte
misma categoria de significancia con A.A.R. (Figura 12). Utilizar ambos granos para la
conservacion de la cepa MP4 es viable en periodos de 90 dias, sin embargo, O. sativa evidencid
mayor diametro en el halo de hidrdlisis.

Figura 12.
Actividad enzimética ureasa posterior a la reactivacion en los dias 45 y 90 en los sustratos Z.

mays y O. sativa para la cepa MP4.
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Los sustratos evaluados para viabilidad enzimatica demostraron diferencias
significativas (gl= 4.00; F= 10.66; p= 0.0001) para la cepa PP2, evidenciado en el Anexo 10.
Los sustratos Z. mays (45 dias), O. sativa (45 dias), Z. mays (90 dias) y O. sativa (90 dias) con
medias de 12.75 mm, 15.44 mm, 18.25 mm y 14.00 mm en el didmetro del halo de hidrolisis,
respectivamente, obtuvieron categorias de significancia mayores en comparacion a A.A.R. con
media de 9.69 mm. Sin embargo, el sustrato Z. mays (90 dias) obtuvo mayor actividad
enzimatica correspondiente al halo de hidr6lisis, mientras que, los demas sustratos evaluados
comparten la misma categoria de significancia (Figura 13Anexo 10.). Conservar la cepa PP2

en el grano de Z. mays evidencié 1.88 veces mayor actividad enziméatica en comparacion a
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A.A.R., mientras que, O. sativa fue 1.44 veces mayor en relacion al periodo de 90 dias de
conservacion. Conservar la cepa PP2 en periodos de 90 dias es viable en ambos granos, sin

embargo, Z. mays evidencié mayor diametro en el halo de hidrdlisis.

Figura 13.
Actividad enzimatica ureasa posterior a la reactivacion en los dias 45 y 90 en los sustratos Z.

mays y O. sativa para la cepa PP2.
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El analisis estadistico para la viabilidad enzimatica en los diferentes sustratos y tiempos
de conservacion en la cepa PQL1 revelaron diferencias significativas (gl= 4.00; F= 25.56;
p<0.0001), evidenciado en el Anexo 11. La media de 10.57 mm en el didmetro del halo de
hidrolisis correspondiente a A.A.R. que obtuvo la menor categoria de significancia en
comparacion a los demas sustratos y tiempos evaluados. El sustrato Z. mays (90 dias) comparte
categoria de significancia con O. sativa (45 dias) cuyas medias son 14.03 mm y 15. 37 mm,
respectivamente. El sustrato Z. mays (45 dias) con media de 18.20 mm obtuvo la mayor
actividad enzimatica compartiendo categoria de significancia con el sustrato O. sativa (90 dias)

con media 16.98 mm, sin embargo, este sustrato comparte diferente categoria de significancia
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con O. sativa (45 dias) como se evidencia en la Figura 14. Los sustratos Z. mays y O. sativa
evidenciaron aumento de en el didmetro del halo de hidrdlisis en el periodo de 90 dias indicando
su viabilidad como sustratos para la conservacion de la catélisis enzimatica para periodos
superiores a los 90 dias de conservacion, donde Z. mays y O. sativa fueron 1.34 y 1.60 veces

mayores en comparacion a A.A.R., respectivamente.

Figura 14.
Actividad enzimética ureasa posterior a la reactivacion en los dias 45 y 90 en los sustratos Z.

mays y O. sativa para la cepa PQL.

30
25
£ a )
%’ 20 { be ET
S i
E 15 I I 1 q
E 10 :
©
T
5
0

Z.mays O.usativa Z.mays O.sativa AAR.
(45 dias) (45dias) (90dias) (90 dias)

Sustrato (tiempo)

Nota: la sigla A.A.R. significa antes de la reactivacion y corresponde al tiempo de 9 horas de evaluacion, las letras
significan diferencia estadistica entre los sustratos. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar de

los resultados y sus réplicas.

El aumento en el diametro del halo de hidrolisis indica mayor actividad de ureasas en
el medio, las cepas fungicas utilizadas fueron aisladas de ambientes psicrofilos (temperaturas
inferiores a 15°C) permitiendo este aumento de actividad enzimatica posterior a la
conservacion en agua estéril a una temperatura de -20 °C. Autores como Gonzalez (2014),
Piccinni (2019) y Wirth (2022) concuerdan con el aumento de actividad enzimatica en
microorganismos aislados de ambientes psicrofilicos a bajas temperaturas, el aumento de

actividad esta directamente relacionado con las condiciones de crecimiento nativas de la cepa
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fangica dado a que son aislados de suelos de paramo (temperaturas inferiores a 15 °C), someter
nuevamente las cepas a bajas temperaturas permitidé mayor biosintesis de ureasas para la
degradacion del sustrato. Teliz (2022) indica que las enzimas psicrofilicas poseen mayor
eficiencia catalitica que enzimas mesofilicas gracias a que presentan adaptaciones en sus
estructuras primarias, secundarias y terciarias, esto conlleva a reducir la entalpia dado a que las
interacciones proteina-sustrato disminuyen, ademas, existe aumento de entropia por
variaciones en la estabilidad y flexibilidad global, estas modificaciones varian la energia libre

del proceso resultando en un menor K,,, y mayor K.,;.

Mayorga et al. (2005), Ibrahim et al. (2011), Flores et al. (2020) y Serrano et al. (2022)
enfocan la importancia de seleccion de sustratos teniendo en cuenta su composicién carbono-
nitrégeno para la secrecién de enzimas fungicas, como principal enfoque el tipo de fuente de
nitrégeno para la biosintesis de ureasa. Los sustratos Z. mays y O. sativa proporcionan
alrededor del 10% de fuente de nitrégeno por grano en comparacion al nulo a porte de nitrégeno
del medio PDA resultando en un mayor estimulo para la produccién de enzimas ureasas (Musa
et al., 2011; Uarrota et al., 2013). Se observé en la cepa MP4 el aumento en el diametro de
hidrolisis para el sustrato Z. mays (90 dias) fue de 1.10. veces mayor y para O. sativa (90 dias)
fue de 1.37 veces mayor en comparaciéon con A.A.R., también la cepa PP2 report6 aumento de
1.88 en Z. mays (90 dias) y 1.44 en O. sativa (90 dias) y la cepa PQ1 fue de 1.34 y 1.60 veces
mayor en Z. mays (90 dias) y O. sativa, respectivamente. Los hongos Aspergillus sp. y
Penicillium sp. son géneros fitopatdgenos de los granos utilizados, esta caracteristica influye

en la conservacion de viabilidad enzimatica frente a los sustratos utilizados.

4.3.2.3. Actividad fosfatasa

El andlisis estadistico para evaluar la viabilidad enzimatica en los sustratos Z. mays y
O. sativa revelaron diferencias significativas (gl= 4.00; F= 324.74; p<0.0001) para la cepa PP3,
evidenciado en el Anexo 12. La menor categoria de significancia analizada corresponde a
A.A.R. con media en el diametro de hidrolisis de 38.17 mm, mientras que, el sustrato O. sativa
a los 45 y 90 dias de evaluacién con medias 57.78 mm y 54.74 mm, respectivamente,
pertenecen a la misma categoria de significancia. Sin embargo, el sustrato Z. mays (45 dias)
con media 67.68 mm y Z. mays (90 dias) con media 65.08 mm obtuvieron mayor e igual

categoria de significancia (Figura 15).

El aumento de actividad enzimatica en los halos de hidrolisis en los periodos de 90 dias

fueron 1.71 veces mayor en Z. mays y 1.43 veces mayor en O. sativa en comparacion con
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A.AR., ademas, Z. mays (45 dias) y O. sativa (45) fueron 1.77 y 1.51 veces mayor. La
conservacion de la cepa en los granos analizados demostro viabilidad enzimatica para periodos
de 90 dias e incluso aumentar gracias al aporte de fosforo del 20% al 30% en Z. mays y O.
sativa (Musa et al., 2011; Uarrota et al., 2013). Adicionalmente, estresar la cepa a condiciones
psicrofilicas dado por la metodologia de conservacion influye en la actividad enzimatica
evidenciada en el aumento del diametro en el halo de hidrolisis gracias a que son enzimas
psicrofilicas de cepas fungicas aisladas de suelo pristino de paramo (Gonzalez, 2014; Piccinni,
2019; Téliz, 2022; Wirth, 2022).

Figura 15.
Actividad enzimatica fosfatasa posterior a la reactivacion en los dias 45 y 90 en los sustratos

Z. maysy O. sativa para la cepa PP3.
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La viabilidad enzimatica realizada posterior a los tiempos de reactivacion demostrd
diferencias significativas en el analisis estadistico (gl=2.00; F= 28.66; p= 0.0001) para la cepa
PP4, evidenciado en el Anexo 13, los sustratos que demostraron viabilidad enzimatica fueron
a los 45 dias de reactivacion, sin embargo, las reactivaciones al 90 dia presentaron
contaminacion de levaduras en la cepa y pérdida de viabilidad enzimatica. El sustrato Z. mays

(45 dias) y O. sativa (45 dias) con medias 37.90 mm y 44.60 mm, respectivamente, comparten
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misma categoria de significancia, mientras que, A.A.F. con media 22.96 mm obtuvo menor
categoria de significancia (Figura 16jError! No se encuentra el origen de la referencia.). Bueno
etal. (2006), Roy et al. (2014) y Ayala-Zermefio et al. (2017) sefialan la relevancia de seleccion
en la metodologia de conservacion basandose en la naturaleza del género flngico, la
disponibilidad de los nutrientes otorgados por el sustrato y factores fisicos como la temperatura

para prevenir la perdida de viabilidad.

Figura 16.
Actividad enzimética fosfatasa posterior a la reactivacion al dia 45 en los sustratos Z. mays y

O. sativa para la cepa PP4.
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CAPITULO V
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Las cepas que presentaron actividades amilasa y ureasa fueron la cepa PP2 del género
Eupenicilium sp y las cepas PQ1 y MP4 del género Aspergillus sp., mientras que, las cepas que
presentaron actividades fosfatasa fueron la cepa PP3 del género Aspergillus sp y la cepa PP4

del género Rhizopus sp.

La actividad enzimética esta directamente relacionada al género, esto se evidencid en
la cepa PP2 del género Eupenicilium sp. la cual presentdé mayor actividad enzimatica para
amilasa y ureasa y en la cepa PP3 del género Aspergillus sp. que evidencié mayor actividad

enzimatica para fosfatasa.

El medio con mayor produccion de esporas y germinacion fue el medio liquido de
extracto de Malta, la capacidad de esporulacion de los hongos esta directamente relacionada
con el tipo de fuentes de carbono y nitrdgeno, los polisacaridos con fuentes peptonadas
estimulan eficientemente la produccion y viabilidad de las esporas en comparacion con

monosacaridos y el extracto de levadura.

Las cepas aisladas de suelo pristino de paramo al poseer enzimas psicrofilicas
(inferiores a -15 °C) demostraron mayor didmetro en el halo de hidrdlisis en actividades ureasa
y fosfatasa, al ser sometidas a bajas temperaturas (-20 °C) por la metodologia de conservacién

y la actividad amilasa fue conservada.

Los diferentes nutrientes proporcionados por los sustratos utilizados en la metodologia
de conservacion, influenciaron el aumento del diametro de los halos de hidrélisis en actividades
ureasa y fosfatasa, mientras que, la actividad amilasa fue conservada pese a que los sustratos

son ricos en almidon.
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5.2. Recomendaciones
Determinar sustratos organicos ricos en almidén, urea y fosforo para potenciar la

biosintesis de enzimas amilasas, ureasas y fosfatasas.

Realizar pruebas enzimaticas en condiciones psicrofilicas (inferiores a 15 °C),
mesofilicas (25 °C a 45 °C) y termofilicas (superiores a 45 °C) para determinar la temperatura
Optima en el aumento de las actividades enzimaticas, ademas, realizar pruebas con iones de

Cu* para identificar el aumento o disminucién enzimatica y crecimiento fungico.

Identificar fuentes de carbono accesibles y de bajo costo como sacarosa y extracto de

malta para la formulacion medios de esporulacion.

Someter la metodologia de conservacion de las cepas fungicas en periodos superiores

a un afio y determinar la viabilidad enzimatica.
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ANEXOS

Anexo 1.

Analisis de la varianza con disefio de bloques completamente al azar para actividad amilasa
de las cepas MP4, PQly PP2.

F.V. al CM F p-valor
Modelo 8 38,71 13,99 <0,0001
Cepa 3 99,18 35,85 <0,0001
Observacion 5 2,43 0,88 0,5189
Error 15 2,77
Total 23

Anexo 2.

Analisis de la varianza con disefio de bloques completamente al azar para actividad ureasa
de las cepas MP4, PQ1y PP2 a las 27 horas.

F.V. ol CM F p-valor
Modelo 7 9,47 2,57 0,085
Cepa 2 21,84 5,93 0,02
Observacion 5 4,52 1,23 0,365
Error 10 3,68
Total 17

Anexo 3.

Prueba T para muestras independientes entre las cepas PP3y PP4.

PP3 PP4
n 6 6
Media 38,17 22,96
Media 1 - Media 2 15,22
L1 (95) 11,97
LS (95) 18,47
pHomVar 0,0466
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T 11,45
p-valor <0,0001
Anexo 4.

Analisis de la varianza factorial con disefio de bloques completamente al azar para el nimero

de esporas totales.

F.V. ol CM F p-valor

Modelo 16 4.40E+10 11.7 <0.0001

Cepa 4 9.22E+10 24.5 <0.0001

Medio 2 8.84E+10 23.49 <0.0001

Observacion 2 8.68E+08 0.23 0.7954
Cepa*Medio 8 1.96E+10 5.21 0.0005

Error 28 3.76E+09

Total 44

Anexo 5.

Analisis de la varianza factorial con disefio de bloques completamente al azar para el nimero

de esporas germinadas.

F.V. al CM F p-valor
Modelo 16 1,43E+09 94 <0,0001
Cepa 4 2,23E+09 14,63 <0,0001
Medio 2 2,86E+09 18,79 <0,0001
Observacion 2 3,18E+08 2,09 0,7954
Cepa*Medio 8 9,54E+08 6,27 0,0005
Error 28  1,52E+08
Total 44
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AnNexo 6.

Analisis de la varianza con disefio de blogues completamente al azar para actividad enzimética
amilasa posterior a la reactivacion al dia 45y 90 en los sustratos Z. mays y O. sativa para la
cepa MP4.

F.V. al CM F p-valor
Modelo 10 54,11 18,42 <0,0001
Sustrato 5 107,12 36,46 <0,0001
Observacion 5 11 0,37 0,5189
Error 25 2,94
Total 35

Anexo 7.

Analisis de la varianza con disefio de bloques completamente al azar para actividad enzimética
amilasa posterior a la reactivacion al dia 45 y 90 en los sustratos Z. mays y O. sativa para la
cepa PP2.

F.V. al CM F p-valor
Modelo 10 4,2 1,43 0,2259
Sustrato 5 4,03 1,37 0,2692
Observacion 5 4,37 1,48 0,2308
Error 25 2,94
Total 35

Anexo 8.

Analisis de la varianza con disefio de bloques completamente al azar para actividad enzimética
amilasa posterior a la reactivacion al dia 45y 90 en los sustratos Z. mays y O. sativa para la
cepa PQ1.

F.V. ol CM F p-valor
Modelo 10 45,29 20,75 <0,0001
Sustrato 5 89,14 40,85 <0,0001
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Observacioén 5 1,43 0,66 0,6595

Error 25 2,18
Total 35
Anexo 9.

Analisis de la varianza con disefio de bloques completamente al azar para actividad enzimética
ureasa posterior a la reactivacion al dia 45 y 90 en los sustratos Z. mays y O. sativa para la
cepa MP4.

F.V. ol CM F p-valor
Modelo 9 355,77 52,41 <0,0001
Sustrato 4 777,01 114,47 <0,0001
Observacion 5 18,78 2,77 0,0467
Error 20 6,79
Total 29

Anexo 10.

Analisis de la varianza con disefio de bloques completamente al azar para actividad enzimética

ureasa posterior a la reactivacion al dia 45 y 90 en los sustratos Z. mays y O. sativa para la

cepa PP2.

F.V. gl CM F p-valor
Modelo 9 29,89 5,28 0,001
Sustrato 4 60,36 10,66 0,0001
Observacion 5 5,51 0,97 0,4577
Error 20 5,66
Total 29
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Anexo 11,

Analisis de la varianza con disefio de blogues completamente al azar para actividad enzimética

ureasa posterior a la reactivacion al dia 45y 90 en los sustratos Z. mays y O. sativa para la

cepa PQ1.

F.V. al CM F p-valor
Modelo 9 28,99 14,21 <0,0001
Sustrato 4 52,15 25,56 <0,0001
Observacion 5 10,46 5,13 0,0035
Error 20 2,04
Total 29

Anexo 12.

Analisis de la varianza con disefio de bloques completamente al azar para actividad enzimética

fosfatasa posterior a la reactivacion al dia 45 y 90 en los sustratos Z. mays y O. sativa para la

cepa PP3.

F.V. al CM F p-valor
Modelo 9 866,82 145,72 <0,0001
Sustrato 4 1931,68 324,74 <0,0001
Observacioén 5 14,92 251 0,0643
Error 20 5,95
Total 29

Anexo 13.

Analisis de la varianza con disefio de bloques completamente al azar para actividad enzimética

fosfatasa posterior a la reactivacion al dia 45 y 90 en los sustratos Z. mays y O. sativa para la

cepa PP4.
F.V. ol CM F p-valor
Modelo 7 254,57 9,91 0,0008
Sustrato 2 736,51 28,66 0,0001
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Observacioén
Error
Total

5
10
17

61,79
25,69

2,41

0,1114
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