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Resumen

Escovopsis es un género descrito recientemente para el cual se han reportado 5 nuevas especies en los ultimos 6
afios. La identificacion de especies fungicas estd basada en la morfologia de las estructuras reproductivas. Actualmente,
el uso de marcadores genéticos basado en secuencias del ADN ribosomal ha ganado aceptacion en numerosas
aplicaciones, como la identificacion molecular de la diversidad fingica. El objetivo del presente estudio fue aislar e
identificar morfologica y molecularmente cepas de Escovopsis nativas de Argentina. A partir de muestras de suelo
y cultivos de hongos de nidos de hormigas cortadoras de hojas se aislaron 3 cepas de Escovopsis. Se realizo la
identificacion taxondmica y posterior extraccion de ADN. Se amplificd la region ITS1-5,8S-ITS2 del ADNr. Este es
el primer trabajo que registra el aislamiento e identificacion morfoldgica de cepas del hongo biocontrolador del género
Escovopsis nativas de Misiones (Argentina): 2 pertenecientes a la especie E. weberi y una a la especie E. microspora.
Particularmente, para la cepa E. microspora, se logré complementar la identificaciéon morfoldgica con métodos
moleculares y andlisis filogenéticos. La secuencia nucleotidica obtenida de E. microspora representa una contribucion
para futuros estudios en el marco del analisis molecular de la region ITS1-5.8S-ITS2 del género Escovopsis.

Palabras clave: Aislamiento; Hongo biocontrolador; Identificacion; Secuencias de ADNr

Abstract

Escovopsis is a genus recently described for which 5 new species have described in the last 6 years. The
identification of fungal species is based on morphological structures. Currently, the use of genetic markers based
on ribosomal DNA (rDNA) sequences has gained acceptance in numerous applications, such as the molecular
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identification of the fungal diversity. The objective of this work was to isolate and identify morphologically and

molecularly Escovopsis strains native from Argentina. Three strains of Escovopsis were isolated from different samples

of soil and fungal gardens from nests of leaf-cutting ants. Taxonomic identification and subsequent DNA extraction
was carried out. The ITS1-5.8S-ITS2 region of the rDNA was amplified. This is the first work that records the
isolation and morphological identification of strains of fungi of the genus Escovopsis native of Misiones (Argentina): 2

belonging to E. weberi and 1 to E. microspora. Particularly, for the E. microspora strain, it was possible to complement

the morphological identification with molecular methods and phylogenetic analysis. The nucleotide sequence obtained

from E. microspora represents a contribution for future studies in the area of molecular analysis of the ITS1-5.8S-ITS2

region of the genus Escovopsis.

Keywords: Isolation; Biological control fungus; Identification; rDNA sequences

Introduccion

Las hormigas cortadoras de hojas de la tribu Attini
(géneros Atta y Acromyrmex) mantienen una relacion
de mutualismo obligado con el hongo Leucoagaricus
gongylophorus (Moller) Singer (Fisher et al., 1994; Silva
et al., 2006). Este mutualismo significa que esta especie
fungica depende exclusivamente de las hormigas para su
propagacion clonal dentro de cada colonia, asi como para
la formacion de colonias nuevas (Santos et al., 2004).
Leucoagaricus gongylophorus forma en la porcion terminal
de sus hifas unas estructuras especializadas denominadas
gongilidios, los cuales representan la principal fuente
alimenticia de las hormigas cortadoras de hojas (Moller et
al., 2011; Santos et al., 2004).

Los hongos pertenecientes al género Escovopsis
(Muchovej y Della Lucia, 1990) son parasitos especificos
de los jardines de hormigas cultivadoras de hongos de la
tribu Attini (Chomicki y Renner, 2017; Currie, 2001a;
Currie et al., 2003; Masiulionis et al., 2015; Mueller et al.,
2005). En la naturaleza, este nivel de especificidad es tal,
que determinadas especies dentro del género Escovopsis se
nutren exclusivamente de los tejidos de L. gongylophorus
(Masiulionis et al., 2015; Reynolds y Currie, 2004). En
consecuencia, el género Escovopsis se cita como posible
agente biocontrolador frente a las hormigas cortadoras
de hojas (Currie, 2001b; Speckbacher y Zeilinger., 2018;
Travaglini et al., 2018).

La fase anamorfa de Escovopsis (Ascomicota:
Hypocreales) fue descrita en el afio 1990 por Muchovej
y Della Lucia. Las claves taxondmicas para las distintas
especies del género Escovopsis se basan principalmente
en la forma y disposicion de los conididforos, asi como
en la forma y tamafio de los conidios (Augustin et al.,
2013; Masiulionis et al., 2015). Existen hasta el momento
7 especies comprendidas dentro de este género: E.
aspergilloides, E. kreiselii, E. lentecrescens, E. microspora,
E. moelleri, E. trichodermoides y E. weberi (Augustin et
al., 2013; Masiulionis et al., 2015; Meirelles, Montoya et

al., 2015). Si bien Escovopsis podria encontrarse en nidos
de numerosas especies de hormigas de la tribu Attini, la
mayoria de los reportes y registros de especies de este
género se corresponden a nidos de hormigas en Brasil.
Segtn bibliografia disponible para Argentina, solo se ha
citado la presencia de Escovopsis sp. o E. weberi, pero
auin no se reportd informacion sobre aislamiento y datos
morfologicos y moleculares de especies de este género
(Marfetan et al., 2015; Meirelles, Solomon et al., 2015).

Los criterios morfologicos de identificacion pueden
tornarse dificiles debido a que numerosos hongos son
microscopicos o tienen ciclos de vida cripticos (Hibbett
etal., 2017); incluso en la identificacion taxondmica fiable
de una especie, también pueden influir la variabilidad
morfologica y la necesidad de personal especializado
(Leaw et al., 2006). Debido a ésto, se suele recurrir
al empleo de técnicas moleculares para identificar y
complementar los estudios morfologicos. Los métodos
moleculares han sido desarrollados como herramientas
adicionales para proveer una identificacion mas rapida
y completa de hongos en comparacion con los métodos
fenotipicos tradicionales (Barbosa et al., 2018; Hibbett et
al., 2017; Leaw et al., 2006). Los diagnosticos basados
en ADN proveen atractivas soluciones a los problemas
asociados con los métodos tradicionales de identificacion
de organismos, ya que son independientes de los productos
expresados del genoma, asi como de la influencia del
ambiente (Jaramillo-Pineda et al., 2015).

El objetivo de este estudio fue proporcionar nuevos
registros de cepas del género Escovopsis procedentes
de nidos de hormigas cortadoras de hojas de Argentina
mediante el aislamiento e identificacion morfolégica y
molecular.

Materiales y métodos
Con la finalidad de aislar cepas fungicas del género

Escovopsis, se tomaron muestras de cultivos de hongos y
suelo provenientes de 15 nidos de hormigas cortadoras de
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hojas de los géneros Acromyrmex y Atta. Las muestras se
recolectaron en diferentes puntos del sur de la provincia de
Misiones (Argentina) y se depositaron en placas de Petri
estériles para su traslado al laboratorio.

Pequefios  fragmentos de las muestras de
aproximadamente 5 mm?® fueron inoculados mediante
siembra directa en placas de Petri conteniendo medio de
cultivo agar papa dextrosa PDA 39 g/L (p/v — Britania-
lab), suplementado con el antibidtico cloranfenicol 0.5
g/L. Las placas inoculadas se incubaron durante 5 a 10
dias a 28 = 1 °C.

La identificacion morfoldgica, tanto macroscopica
como microscopica hasta las categorias de género y
especie, se realizo utilizando las claves taxondmicas y la
bibliografia complementaria disponibles en el laboratorio
(Augustin et al., 2013; Meirelles, Montoya et al., 2015;
Seifert et al., 1995; Spielmann y Putzke, 1998; Wright
y Albertd, 2006). Para la identificacion microscopica se
utilizé un microscopio optico Carl Zeiss empleando las
técnicas de microcultivo y montajes en glicerol 50% (v/v
- Biopack) en agua destilada y en lactofenol con azul de
algodon. El método de la cinta adhesiva se utilizo para
facilitar la observacion de caracteristicas como: tipo y
tamafio de conidi6foro, forma y disposicion de las conidias,
pigmentacion, entre otras (Prats, 2007; Samson et al.,
1988). Para determinar las mediciones microscopicas de
las estructuras reproductivas, se calcularon e indicaron
los valores medios y desvio estandar de al menos 10
estructuras medidas.

Para la identificacién molecular, se cortaron discos
cubiertos de micelio joven de las cepas, se colocaron en
medio liquido extracto de malta 12.7 g/L (p/v - Britania-
lab) y se incubaron durante 5 a 7 dias a 28 + 1 °C para
obtener suficiente biomasa. Concluido este periodo, se
extrajo ADN a partir de micelio fingico siguiendo la
metodologia comentada en Bich et al. (2017) y Castrillo
et al. (2012). El ADN gendmico extraido se conservo a
-20 °C, hasta el momento de su utilizacion. La region ITS
fue amplificada, secuenciada y contrastada con las bases
de datos moleculares (Castrillo et al., 2012; Schoch et
al., 2012; Taylor et al., 2000). Se utilizaron los cebadores
universales ITS1 e ITS4 para la amplificacion de la region
ITS1-5.8S-ITS2, debido a que la misma estd indicada
como codigo de barras genético principal para hongos y
posee el mayor numero de secuencias disponibles en las
bases de datos (Brown et al., 2014; Hibbett et al., 2017,
Schoch et al., 2012; White et al., 1990).

Se prepard una reaccion maestra de PCR a volumen
final de 20 pL conteniendo agua libre de DNAsa, Buffer
1X, MgCl, 2.5 mM, dNTPs 200 uM, 10 pmol de cada uno
de los cebadores universales y Taq polimerasa 0.5 unidades
(InBio, Argentina). Se utilizé un termociclador Hangzhou

Bioer Technology CO (GenePro Thermal Cycler modelo
TC-E-48D, B-48D). El programa de ciclado utilizado
consistio en una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante
4 min, seguida de 35 ciclos de 40 s a 94 °C, 40 s a 51 °C
y 40 s a 72 °C. Finalmente, se realiz6 una extension final
a 72 °C durante 10 min.

Los resultados de los productos de amplificacion
por PCR se verificaron en geles de agarosa al 2% (p/v)
a 110 V por 30 min (Sambrook et al., 1989). Para la
visualizacion de las bandas, los geles se tifieron con
solucion de Gel Red (Biotium). La secuenciacion de los
productos de amplificacion se realizé por el servicio de
secuenciacion automaticade MACROGEN, Korea. Dichas
secuencias se analizaron in-silico mediante herramientas
bioinformaticas.

Se utilizo el programa Geneious 9.1.5 para la
construccion de una secuencia consenso y se realizd un
analisis de identidad y similitud mediante la herramienta
Blast contra la base datos de nucledtidos del NCBI
(Altschul et al., 1990; Raja et al., 2017).

Para el analisis filogenético de las secuencias
obtenidas, se recuperaron de bases de datos moleculares
las secuencias caracterizadas y publicadas del género
Escovopsis (Augustin et al., 2013; Masiulionis et al.,
2015; Meirelles et al., 2015a) y se realizo el analisis por
los métodos estadisticos del vecino mas cercano (NJ, por
sus siglas en inglés), maxima parsimonia (MP) y maxima
similitud (ML) (Nei y Kumar, 2000), utilizando la prueba
de bootstrap con 1,000 replicaciones. Se utilizé el modelo
de Tamura-Nei para el calculo de la distancia genética.
La secuencia ITS1-5.8S-ITS2 del organismo Glomerella
cingulata (FJ904831) fue utilizada como grupo externo
para el enraizamiento de los arboles.

Resultados

A partir del muestreo realizado en cultivos de hongos
y suelo asociado a nidos de hormigas cortadoras de hojas
pertenecientes a la tribu Attini, géneros Acromyrmex y
Atta, fue posible obtener 3 cepas pertenecientes al género
Escovopsis. Estas cepas fueron codificadas como HEP15,
HEP18 y HEP25 e ingresadas para su preservacion al
cepario de hongos de interés biotecnologico del Instituto
de Biotecnologia Misiones (InBioMis - Universidad
Nacional de Misiones) bajo los numeros de acceso LBM
214, LBM 215 y LBM 209, respectivamente.

Escovopsis microspora Evans y Augustin, 2013 (Augustin
et al., 2013)

GenBank: KX816865

Caracteristicas morfologicas. La cepa HEP2S presento
crecimiento in vitro relativamente lento, cubriendo el 60%



G.A. Bich et al. / Revista Mexicana de Biodiversidad 91 (2020): e912581 4
https://doi.org/10.22201/ib.20078706€.2020.91.2581

de la placa de Petri con PDA a los 7 dias de incubacion
a 28 + 1 °C. Sus colonias presentaron forma circular con
bordes regulares lisos, con la presencia de micelio aéreo
y de aspecto pulverulento de coloracion blanca que luego
adquiri6 una tonalidad marrén solo en el centro (fig. 1A).
En la observacion microscopica, la cepa fungica presentd
hifas septadas, esporangioforos hialinos de aspecto vesicular
(caracteristica tipica de la mayoria de las especies del
género Escovopsis) de 9.7 = 1.2 um de diametro, y fialides
hialinas de estructura ahusada de 1.8 = 0.5 um de didmetro.
Esta cepa presentd conidias globosas a subglobosas de
2.3-2.8 pm de didmetro, de paredes delgadas, dispuestas
en cortas cadenas rectas, inicialmente hialinas adquiriendo
luego una coloracion marron intensa (fig. 2A). Todas
estas caracteristicas morfologicas permitieron identificarla
como correspondiente a la especie E. microspora.

Resumen taxonomico

Habitat. Asociado a cultivos de hongos de nidos de
hormigas cortadoras del género Acromyrmex, muestreado
en febrero/2014.

Material estudiado. HEP 25: Argentina. Capiovi
(Departamento Libertador General San Martin) - Misiones
(26°55°26” S, 55°03°39” O).

Comentarios taxonomicos

La principal diferencia que presenta esta especie con
respecto a las demas especies del género Escovopsis es
el pequefio tamafio de sus conidias (< 3 um). Segin lo
reportado por Augustin et al. (2013), ésta es la principal
caracteristica morfologica que diferencia a E. microspora
de las especies E. weberi (con conidias de 3-4 um) y de E.
moelleri (con conidias > 8 um), ademas de las diferencias
encontradas de acuerdo a sus secuencias de ADN.

Escovopsis weberi Muchovej y Della Lucia, 1990
Caracteristicas morfologicas. Las cepas HEP15 y HEP
18 presentaron crecimiento in vitro rapido, cubriendo el
90% de la placa de Petri con PDA alos 7 dias de incubacion
a 28 + 1 °C. Sus colonias presentaron forma irregular con
bordes irregulares, con abundante micelio aéreo laxo y
de aspecto pulverulento, inicialmente de color blanco que
luego a partir del tercer dia de incubacion adquirieron
una tonalidad marréon (fig. 1B, C). En las observaciones
microscopicas, las cepas fungicas presentaron hifas
septadas, esporangi¢foros hialinos de aspecto vesicular de
9.3 + 0.6 um de diametro y fialides hialinas de estructura
ahusada de 2.4 + 0.15 um de didmetro. Estas cepas
presentaron conidias globosas a subglobosas de 2.7-3.2
um de didmetro, de paredes delgadas, dispuestas en cortas
cadenas rectas, inicialmente hialinas adquiriendo luego
una coloracion marroén intensa (fig. 2B, C). Todas estas

caracteristicas morfologicas permitieron identificarlas
como correspondientes a la especie E. weberi.

Resumen taxonomico

Habitat. HEP 15: Asociado a cultivos de hongos de
nidos de hormigas cortadoras del género Acromyrmex,
muestreado en febrero/2014. HEP 18: asociado a cultivos
de hongos de nidos de hormigas cortadoras del género
Atta, muestreado en Mayo/2014.

Material estudiado. HEP 15: Argentina. Santo Pipo
(Departamento San Ignacio) - Misiones (27°09°49” S,
55°21°59” O). HEP 18: Argentina. Posadas (Departamento
Capital) - Misiones (27°25°52” S, 55°53°42” O).

Comentarios taxonomicos

Estas cepas presentaron morfologia microscopica y un
tamafio promedio de conidias similar al reportado para la
especie E. weberi (Augustin et al., 2013; Muchovej y Della
Lucia, 1990).

Identificacion molecular de las cepas de Escovopsis

Fue posible extraer ADN genémico a partir del micelio
de cada cepa fiingica aislada. Se obtuvieron de 155 a 274
pg/mL de ADN genomico de buena calidad (absorbancia
260 nm/280 nm 1.8). El analisis del producto amplificado
por PCR en geles de agarosa mostré una banda de
aproximadamente 600 pb para cada una de las cepas.

En el andlisis de identidad de las secuencias
nucleotidicas obtenidas de buena calidad se verificé un
indice de identidad de 100% de la cepa HEP25 con E.
microspora (NR137594); sin embargo, las secuencias
nucleotidicas de las cepas HEP15 y HEP18 no presentaron
indices de identidad elevados con secuencias reportadas
del género Escovopsis. Particularmente la secuencia
nucleotidica de la cepa HEP15 se aline6 con secuencias
reportadas del género Blastobotrys, mientras que la
secuencia nucleotidica de la cepa HEP18 con secuencias
de los géneros Papiliotrema y Vishniacozyma (tabla 1).

Con el fin de corroborar la identificacion molecular
obtenida mediante el alineamiento de secuencias, se
procedio a realizar un anlisis filogenético mediante los
métodos NJ, ML y MP. Todos los arboles obtenidos
resultaron equivalentes en cuanto a la topologia. Se obervo
que las secuencias analizadas conformaron 4 clados
diferentes. Las secuencias de Escovopsis se ubicaron en
un mismo grupo monofilético, soportado por un valor
de bootstrap de 100% para NJ, 98% para ML y 96%
para MP. La secuencia ITS1-5,8S-ITS2 correspondiente
al aislamiento HEP25 formé un clado monofilético con
la secuencia reportada como referencia de E. microspora
(NR137594), con un valor de bootstrap de 90% para NJ,
87% para ML y 37% para MP. En cambio la secuencia
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Figura 1. Imégenes fotograficas macroscopicas del anverso de las cepas fungicas obtenidas luego de 7 dias de crecimiento. A) HEP25;

B) HEP15; C) HEP2S.

Figura 2. Imégenes fotograficas microscopicas correspondientes a las cepas fungicas. A) HEP 25; B) HEP15; C) HEP18. Barra 20
um. Las flechas indican los conidi6éforos. Tincion con lactofenol adicionado con azul de algodon.

Tabla 1
Porcentaje de identidad y nimeros de accesos de similitud contra la base datos de nucledtidos del NCBI de los aislamientos de
Escovopsis.

Aislamiento Porcentaje (%)  Secuencia nucleotidica reportada

E. microspora HEP25 100 E. microspora NR_137594

E. weberi HEP15 99 Blastobotrys attinorum NR_153636

E. weberi HEP18 99 Papiliotrema laurentii MK268130

98 Vishniacozyma tephrensis NR144812, JX188132 y DQ000318

obtenida correspondiente al aislamiento HEP15 formoé
un clado monofilético con la secuencia reportada como
referencia de Blastobotrys attinorum (NR153636) y la
secuencia correspondiente al aislamiento HEP18 se ubico
en el clado correspondiente al género Vishniacozyma (fig.
3). El resultado del analisis realizado de las secuencias de

los aislamientos HEP15 y HEP18 no se condicen con los
obtenidos por los métodos morfologicos.

La secuencia nucleotidica obtenida en el presente
trabajo para el aislamiento HEP25 correspondiente a la
especie E. microspora, fue depositada en el GenBank bajo
el numero de acceso KX816865.
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Figura 3. Arbol filogenético obtenido a partir del analisis de parsimonia realizado con las secuencias ITS1-5.8S-ITS2 del ADNr de
los aislamientos en estudio y de las secuencias seleccionadas de la base de datos del género Escovopsis. Los nimeros en las ramas
representan el soporte probabilistico por el analisis de 1,000 replicaciones de bootstrap. Los numeros de acceso se indican después

del nombre de cada especie fungica.

Discusion

La necesidad de contar con nuevas alternativas para el
control de las hormigas cortadoras de hojas ha conducido
a que diversos grupos de investigacion se centren en la
busqueda de agentes biocontroladores. A pesar de que
existen pocos registros de Escovopsis en paises del
continente americano (Meirelles, Montoya et al., 2015),

en Centroamérica, Currie (2001a) ha reportado que del
33 al 75% de los hormigueros se encuentran infectados
con estos parasitos fungicos, mientras que para la region
sur de Brasil, segun Rodrigues et al. (2008), la frecuencia
disminuye a un 22%. Sin embargo, hasta el momento no
existen datos acerca de la frecuencia de infeccion por
Escovopsis en los nidos de hormigas cortadoras de hojas
en Argentina (Randon, 2015).
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En el presente trabajo fue posible obtener 3
aislamientos fingicos del género Escovopsis a partir de
las 15 colonias de hormigas cortadoras de hojas evaluadas.

Los estudios relacionados a la descripcion formal de
este género son aun escasos (Meirelles, Montoya et al.,
2015). La pertenencia de las cepas en estudio al género
Escovopsis ha sido determinada principalmente con base
en la descripcion morfologica realizada por Augustin et
al. (2013) y Muchovej y Della Lucia (1990). Sin embargo,
las claves taxondmicas basadas en estimaciones de la
velocidad de crecimiento propuestas por Augustin (2011)
no fueron consideradas por el hecho de que distintas
cepas de la misma especie pueden exhibir diferencias con
respecto a esta caracteristica. Por ejemplo, la velocidad
de crecimiento de distintos aislamientos pertenecientes
a la especie E. weberi fue considerada como lenta por
Muchovej y Della Lucia (1990) y como rapida por Seifert
et al. (1995).

En el presente trabajo se logro la identificacion
morfologica de 3 cepas del hongo biocontrolador del
género Escovopsis. Utilizando las claves taxondmicas
establecidas por Augustin et al. (2013), basadas
principalmente en el tamafio de los conidios, fue posible
estimar la pertenencia del aislamiento HEP 25 a la especie
E. microspora 'y de los aislamientos HEP15 y HEP18 a la
especie E. weberi.

A pesar de que se recomienda complementar la
identificacion morfoloégica con datos moleculares
(Chakraborty et al., 2011), en la base de datos molecular
Genbank del NCBI, solo 13 de las 86 secuencias registradas
de las regiones ITS de hongos del género Escovopsis estan
asignadas a una especie determinada. En consecuencia, la
gran mayoria de esas secuencias solo fueron registradas
como pertenecientes a Escovopsis sp. Por lo tanto, el
aislamiento de cepas de hongos del género Escovopsis
y posterior identificaciéon y secuenciacion de regiones
nucleotidicas indicadas como codigo de barras genético
para su posterior registro en bases de datos moleculares
constituyen estrategias esenciales para el desarrollo de
herramientas complementarias de identificacion molecular
de estos microorganismos.

En el presente trabajo, mediante la caracterizacion
molecular de las cepas fungicas se observo que la secuencia
del aislamiento HEP2S5 present6 un indice de identidad de
100% y formo un clado monofilético con la secuencia de
referencia de la especie E. microspora (NR137594). En
consecuencia, la secuencia nucleotidica correspondiente
al aislamiento HEP25 fue depositada en la base de datos,
representando una contribucién para futuros estudios
relacionados al analisis molecular de las regiones ITS1-
5.8S-ITS2 de este género fingico en Argentina.

Sin embargo, la secuencia del aislamiento HEP15 se
alined con secuencias reportadas del género Blastobotrys y

formé un clado monofilético con la secuencia de referencia
de la especie B. attinorum (NR153636), y la secuencia del
aislamiento HEP18 se aline6 con secuencias reportadas de
los géneros Papiliotrema y Vishniacozyma y se posiciond
en el clado correspondiente al género Vishniacozyma.
Estos resultados indican que la informacion molecular
propuesta por las secuencias obtenidas de los aislamientos
HEP15 y HEP18, no condice con los resultados obtenidos
por los métodos morfologicos. Lo cual puede ser debido
a la existencia de un cocultivo en el momento de realizar
el proceso de extraccion de ADN gendmico entre el
aislamiento de E. weberi HEP1S5 con la levadura B.
attinorum, y entre el aislamiento E. weberi HEP18 con una
levadura del género Vishniacozyma. Carreiro et al. (2004),
Lovato-Arcuri et al. (2014) y Masiulionis y Pagnocca
(2017) han reportado la presencia de microorganismos
adicionales en los cultivos de hongos de los nidos de
hormigas de la tribu Attini, tales como hongos filamentosos,
bacterias y levaduras de los géneros Blastobotrys,
Cutaneotrichosporon, Haglerozyma, Wickerhamomyces
y Starmerella. Por tal motivo, se puede suponer que
biolégicamente estos microorganismos se encuentren
intimamente asociados con hongos como Escovopsis en el
microambiente de los cultivos fungicos de las hormigas de
la tribu Attini. Se proponen como perspectivas del presente
trabajo realizar la siembra de estos cocultivos para lograr
separarlos y realizar la extraccion de ADN, amplificacion
por PCR y secuenciaciéon de la region ITS1-5.8S-ITS2
correspondiente a los aislamientos de E. weberi HEP1S y
HEP18 para reportar las secuencias nucleotidicas.

A partir de muestras de nidos de hormigas cortadoras
de hojas en la provincia de Misiones (Argentina), ha
sido posible aislar de manera exitosa 3 cepas de hongos
pertenecientes al género Escovopsis. Este es el primer
trabajo sobre el aislamiento e identificacion morfologica y
molecular de cepas de Escovopsis en el norte de Argentina.

Mediante la caracterizacion morfologica se determiné
que las cepas HEP15 y HEP18 pertenecen a la especie
E. weberi, y la cepa HEP25 pertenece a la especie E.
microspora. Los métodos moleculares de ADN constituyen
herramientas utiles y precisas para el diagnostico e
identificacion de hongos biocontroladores del género
Escovopsis. Este estudio aporta una herramienta precisa y
facil para complementar la identificacion morfologica de
hongos del género Escovopsis.
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