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RESUMEN

Cruz Gonzalez Ma. Esther: Evaluacién de la capacidad
atrapadora in vitro de Arthrobotrys robusta y Monacrosporium
gephyropagum  sobre larvas infectantes de Strongyloides
papillosus. Bajo la Direccién de: Pedro Mendoza de Gives y
Hector Quiroz Romero.

En este trabajo se evalué la capacidad atrapadora in vitro de
A. robusta y M. gephyropagum sobre larvas infectantes de s,
papillosus. Se formaron 2 series de 10 cajas de Petri cada
una, las series 1 y 2 contenian un cultivo de M. gephyropagum
y de A. robusta en harina de maliz y agar respectivamente. Una
tercera serie de cajas de Petri, conteniendo fGnicamente el
misme medio de cultivo con 20 repeticiones, fungié como
testigo sin agregar hongos. Se édicionaron aproximadamente 100
larvas de S. papillosus en cada caja y se incubaron a 25 C
durante siete dias, se revisd la superficie de los cultivos
con un microscopio compuesto, se cuantificé el total de larvas
y se 1llevé un registro del nimero de larvas libres y atrapadas
por los hongos. Se obtuvo un 94.26% (+6.19) de larvas
atrapadas de S. papillosus por M. gephyropagum y 35.98%
(+21.39) de larvas atrapadas por A. robusta. En las series
testigo se recuperaron con actividad 87.20% (+19.5) de larvas
de S. papillosus. Monacrosporium gephyropagum- mostré una

excelente capacidad atrapadora sobre larvas infectantes de S.



papillosus a. 25 C. A esta misma temperatura Arthrobotrys
robusta mostré una baja capacidad atrapadora in vitro sobre
larvas infectantes de Strongyloides papillosus. Monacrosporium
gephyropagum sera considerado en futuras pruebas de campo para
evaluar un posible efecto de reduccién del nGmero de larvas de
S. papillosus y otros nematodos pardsitos de rumiantes en

parcelas experimentales.



INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias en rumiantes causan
pérdidas econémicas de gran magnitud en la produccién ovina
nacional (5, 54).

Dentro del grupo de nematodos causales de las verminosis
gastroentéricas en ovinos en México, se encuentra
Strongyloides papillosus, considerado como uno de 1los
responsables de pérdidas cuantiosas, especialmente en Areas
tropicales‘(46). Este parisito afecta sobre todo ; rumiantes
jévenes (30, 33, 49), aungue también se presenta en adultos
(3). Dentro del cuadro clinico provocado por este nematodo se
puede presentar: enteritis catarral, diarrea, claudicacién,
retardo en el crecimiento y en casos agudos: Disenteria,
anemia moderada, emaciacién y por Gltimo la muerte (46, 49).

No existe algin trabajb que haya . determinade con
precisién las pérdidas econémicas causadas por la
Estrongiloidosis en el pais. Sin embargo, Strongyloides
papillosus se encuentra con frecuencia en &reas subtropicales
{54) ¥ dadas sus caracteristicas de patogenicidad
principalmente en corderos, proveca un impacto econémico
considerable para la produccién ovina nacional. El1 uso
indiscriminado de sustancias quimicas antihelminticas en el
ganado para controlar esta y otras parasitosis del ganado,

implican un peligro que merece ser analizado pues contribuye



en parte al deterioro del medio ambiente , ademas de

contaminar los tejidos de los animales y del hombre (7).

PRESENTACION DEL PROBLEMA A INVESTIGAR

Las nematodosis se han tratado de combatir mediante
muchos métodos, yendo desde préacticas comunes de manejo de
potrercs, hasta la aplicacién sistemitica o estratégica de
productos quimicos antihelminticos en el ganado, que es la
forma m&s usual de control de estas parasitosis. Los estudios
hasta ahora realizados con hongos destructores de nematodos
prevéen un panorama muy promisorio en cuanto a un posible
método de control biolégico de las nematodosis del ganado, sin
embargo aGn falta mucho por conccer. Actualmente se cuenta con
poca informacién acerca de la actividad nematéfaga in vitro de
los géneros Arthrobotrys - b Monacrosporium sobre
Tricostrongilidos, de rumiantes. En el presente estudio se
investigé 1la capacidad atrapadora de los hongos depredadores
A. robusta y M. gephyropagum sobre larvas infectantes del
nematodo de rumiantes S. papillosus in vitro a 25 C.

El suelo es un h&bitat donde se presenta una vida
microscépica muy compleja constituida por insectos, bacterias,
virus, &caros, protozoarios, nematodos y una extensa variedad
de hongos de diversos grupos taxonémicos que se relacionan
entre si (45), estableciéndose asociaciones depredadoras,

parasiticas y simbiéticas (26). En las primeras se encuentra



la relacién que establecen ciertos hongos nematéfagos con sus
presas. Los nematodos cominmente atacados por estos hongos
son cosmopolitas y constituyen los organismos mds abundantes
de la microfauna del suelo. Son animales microscépicos, 1la
mayoria de vida 1libre, que se alimentan por la ingestién de
bacterias y esporas e hifas de hongos, aunque también hay
pardsitos de plantas y animales (1).

Los hongos nematofigos son microorganismos que capturan,

matan Yy consumen nematodos y viven en el suelo, hojarasca,

madera podrida, estiércol de diversos animales y restos
vegetales en descomposicién (8,14,18,24). Estos hongos
pertenecen a diversos grupos taxonémicos, incluyendo

chytridiomycetes, Oomycetes, Zygomycetes, Deuteromycetes,
Basidiomycetes e Hyphomycetes (1,23); presentan una serie de
caracteristicas morfolégicas y fisiolbdgicas particulares para
adaptarse a una existencia nemat6faga. La primera publicacién
sobre hongos atrapadores de nematocdos fue hecha por
Fresenius en 1852 citado por Barron (1), quien al estudiar
hongos sobre detritus organicos centré su atencién en un hongo
de coniodiéforos erectos dispersos sobre la superficie del
sustrato, y una gran cantidad de conidios de dos células en
racimos, dandole el nombre de Arthrobotrys oligospora. En
1874, Lohde <citado por Pandey (41), describié al
endopardsito Harposporium anguillulae. En 1870, Woronin

citado por Gr,dnvold et al.(18), observé que el micelio de A.



oligospora sufria unas deformaciénes, curvandose Yy
fusionindose entre si, dando como resultadoc una serie de
anillos hifales, sin poder establecer su funcién. Hasta 1888,
cuando Zopf citado por Grghvold et al. (18), encontré
atrapados en estas estructuras nematodos de vida libre que
eran penetrados, destruidos y consumidos por el hongo, aungque
considersé incidental 1la captura de los nematodes. Drechsler

{12), encontré que las trampas gque formaban los anillos
hifales secretaban una sustancia adhesiva que participa en la
sujecién de los nematodos.

Otras observaciones interesantes que se han hecho,
acerca de estos hongos son el descubrimiento de una
sustancia extraida de nematodos que induce a 1la formacién
de trampas en A. conoides conocida con el nombre de "Nemina"
(43); o la secrecidén de una nematotoxina producida por A.
oligospora que paraliza los nematodos que
posteriormente son cosumidos por el hongo (40, 41). Asi mismo
se comprobo la presencia de una sustancia que atrae a los
nematodos para facilitar su captura (34).

A partir de los trabajos de Zopf en 1888, un gran nfimero
de hongos nemat&éfagos se han identificado, actualmente se
conocen mis de 150 especies diferentes (18). El
comportamiento capturador de nematodos de muchos de ellos se

evaltGa sobre todo utilizando nematodos de vida 1libre o



pardsitos de animales; aln se desconocen muchos aspectos de su
actividad contra nematodos parasitos de animales.

Para su estudio los hongos nematéfagos pueden ser‘
divididos en dos grandes grupos: hongos atrapadores
de nematodos y hongos endozoicos o endoparésitos de nematodos.
Los hongos atrapadores de nematodos desarrollan ©Organos
especializados para capturar nematodos, pueden actuar mediante
cuatro diferentes mecanismos (segin del género y especie ue
se trate): Redes adhesivas de anillos tridi;nensionales,
anillos simples (no constrictores), anillos constrefibles,
ramas adhesivas y botones adhesivos. Estos hongos desarrollan
un micelio extenso que forma redes y botones que pueden estar
cubiertos por una sustancia pegajosa generalmente secretada
al contacto con el nematodo; por Gltimo el hongo penetra la
cuticula del mismo, invadiéndolo y alimenténdose de &1 (1, 10,
26, 52). En un estudio realizado por Veenhuis et al en 1985
(55), acerca de los érganos de captura de A. oligospora sobre
el nematodo Panagrellus redivivus, se observé que el nematodo
era atrapado en una malla, formi&ndose en seguida uncs tubos de
penetracién que inician el proceso de destruccién del
nematodo.

Los hongos endozoicos actian mediante conidios adhesivos
que se pegan a la cuticula para posteriormente romperla e
invadirla y destruir al nematodo, o mediante esporas pequefias

que son deglutidas y alojadas en el intestino, donde estas se



desarrollan destruyéndolo y alimentindose de &1 (1). Dentro
del grupo de hongos atrapadores de nematodos destacan algunos
géneros con alta capacidad atrapadora como Arthrobotrys,
Dactylella y Monacrosporium (28).

El género Arthrobotrys spp pertenece al grupo de los
Hyphomycetes, hongos cuyos conidios se reproducen en
conidiéforos que no se encuentran en el cuerpo fructifero
(53, 47). En cultivo puro en harina de maiz agar las colonias
de Arthrobotrys aparecen expandidas, translucidas, de color
blanquecino a rosa pilido. El micelio se compone de hifas
hialinas delgadas, de pared lisa, septadas y ramificadas. Los
conidiéforos son 1lisos, septados y rara vez ranmificados;
suelen ser erectos, pero algunas veces son deniculados o
articulados. El &pice de los conidiéforos maduros termina
tipicamente en una pequeha protuberancia corta que es la marca
conidial o espiga, que representa el punto de crecimiento
donde nace el conidio. Algunas veces se renueva el crecimiento
del conidiéforo después de la formacién de la primera cabeza
del conidio y una segunda cabeza es formada a alguna distancia
cerca de la primera; el proceso puede repetirse y llegar a la
produccién de varias protuberancias semejantes a lo largo del
conidiéforo. Los conidios distintamente blastdgenos se elevan
como inflados fuera del extremo del conidiéforo, su forma es
de abovada a oblongo elipsoidal algunas veces levemente

curvado, septado, de pared lisa, hialina, redondeada, cuya



célula proximal aparece abcdnica con una base truncada (47).
Dentro de escé género destacan las especies de A. conoides y
' A. oligospora, debido a que en diversas pruebas de laboratorio
han demostrado alta capacidad atrapadora (11, 12, 26). El
hongo nematéfago mis estudiado hasta hoy es A. oligospora
(37); se le encuentra f&cilmente en materia vegetal en
descomposicién, asi como en heces de muchos animales
domésticos (26, 45). En México se notificé por primera vez la
presencia de este hongo en el suelo de campos agr.‘.u:olas y de
un invernadero (26).

A. robusta fue descrita por Duddington en 1951 (13). Sus
colonias en harina de wmaiz agar son hialinas y blancas. Sus
conidi6éforos se elevan del sustrato o de las hifas 4&ereas
fasciculadas no ramificadas. En cada conidiéforo pueden
formarse de 5 a 15 racimos de conidios en 1a -punta, seguido de
un alargamiento de conidiéforos con la produccién sucesiva de
racimos adicionales de conidios. Los conidios son obovoides a
piriformes, m&s anchos y largos en 1la célula apical vy
presentan una constriccién en el septum (12). En harina de
maiz agar en presencia de nematodos algunas hifas se
diferencian en anillos que originan un sistema de redes
tridimensionales cublertos por una sustancia adhesiva por
medico de los cuales el hongo captura al nematodo (26). La
formacién de anillos por lo regular requiere de la presencia

de nematodos vivos como un estimulo para que las hifas se



diferencien en anillos de captura (38) . El género
Monacrosporium, descrito por Oudemans et al. en 1885 citado
por Domsch, (11) posée coniodidforos erectos con un unico
conidio terminal multiseptado.Monacrosporium gephyropagum es
una especie productora de ramas adhesivas uniformes en tamafio
y forma, con frecuencia aparece a intervalos regqulares de
distancia a lo largo de la hifa para formar una serie de
columnas cortas que se fusionan con otras o con la punta de 1la
rama, lo que da como resultado una red escalariforme. Cuando
la larva entra en contacto con estas ramas se secreta un

material adhesivo con el cuidl es atrapada (10).

Los nematodos gue viven en el suelo se dividen en
nematodos fitoparasitos, nematodos de vida 1libre, nematodos
depredadores de otros nematodos y nematodos paradsitos de
animales. Los nematodos fitoparé&sitos se nutren de diferentes
tejidos vegetales, los nematodos de vida libre se alimentan
sobre todo de bacterias y esporas, otros nematodos tienen
como principal fuente alimenticia a otros nematodos que son
presas de ellos. Por Gltimo, estdn los nematodos pardsitos de
animales cuyas primeras fases evolutivas estdn en el suelo,
donde se alimentan de bacterias y restos vegetales, después
gque la larva infectante es ingerida por su hospedero
susceptible, penetra la mucosa gastrica para evolucionar

hasta el siguiente estado de desarrollo. En el caso de S.
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papillosus, su ciclo. evolutivo es muy complejo. Se reproduce
por partenogénesis. Las hembras viven en el interior de 1la
mucosa intestinal produciendo huevos larvados gque salen al
exterior con la materia fecal, eclosionando como larva (L1);
ésta puede generar larvas infectantes o larvas de vida libre
por varias generaciones (16, 39). Las larvas que por la piel
llegan a los capilares son arrastradas por el torrente
sanguineo hacia el corazén y 1los pulmones, pasando a los
alveolos y continuando su migracién hacia 1la graquea, el
eséfago, el estémago y por Gltimo a la mucosa intestinal,
donde alcanzan la madurez sexual. Hay upa muda mids para llegar
a desarrollar una hembra partencgenética. Las larvas que se
ingieren por via oral llegan al intestino sin realizar 1la
migracién. Los animales Jj6venes son infectados con la 1leche
(3, 16 y 25), las hembras ﬁartenogenéticas, pueden estar
presentes desde 1la primera semana posnacimiento: causan
dermatitis,hemorragias pulmonares, enteritis, diarrea y anemia
moderada. También pueden presentarse cojeras y necrosis de las
patas. Los animales jovenes son mas  susceptibles a

infecciones graves (3).

La Estrongiloidosis y otras enfermedades parasitarias por
nematodos se combaten de diversas maneras. Uno de los métodos
comunmente usado por 1los productores es el tratamiento

perisdico de los animales mediante la administracién de
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antihelminticos que si bien ayudan a reducir 1la carga
parasitaria en el ganado, implica un gasto importante en el
costo de produccidén, ademds de la inminente presentacién de
resistencia en los parasitos (7, 46, 50). Otro método
propuesto es la combinacién de dos o mas métodos de control
simultaneamente por ejemplo; la rotacién de potreros
conjuntamente con el empleo de algun antihelmintico {46) .
También se recomienda el uso de sustitutos de 1leche en
corderos para evitar las infecciones teniendo como desventaja

su alto costo (36).

El antagonismo de hongo a nematodo se ha estudiado
ampliamente en una gran diversidad de hongos nematéfagos con
nematodos fitoparisitos y de vida 1libre en pruebas de
laboratorio y suelos cultivables (1, 38). Asimismo, se ha
estudiado la actividad de estos hongos. sobre pardsitos de
rumiantes. En un experimentec realizado por Roubaud and
Deschiens, 1941 (48) quienes dispersaron los hongos
Arthrobotrys oligospora, Dactylella bembicoldes y Dactylaria
ellipsopora sobre pasto, se logrd disminuir la carga
parasitaria por Strongyloides papillosus y Bunostomum spp en
borreqos en pastoreo. Pandey, en 1973 (41), demostré in vitro
con Monacrosporium cianopaga un 100% de eficacia en la captura
de larvas infectantes de fTrichostrongylus axei y Ostertagia

ostertagi y de un 50% con las especies Monacrosporium
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bembicoides y M. ellipsospora. Grghvold et al, en 1985 (18),
obtuvieron en un trabajo in vitro con A. oligospora un 100% de
eficacia de captura de larvas infectantes de Cooperia spp en
harina de maiz agar. Gr;fnvold et al, en 1987 (19), lograron
reducir en diez veces el nGmero de larvas infectantes de
Cooperia oncophora en heces de vaca y en el pasto que rodea a
éstas, mediante biopreparados de micelio de A. oligospora.
Grﬁnvold et al en 1989 (20), redujeron el 42% de las larvas
infectantes de Ostertagla ostertagi, en heces de l:;orrego y en
50 a 71% el nGmero de larvas en pasto. Dos meses después de
pastorear los animales en praderas adicionadas con micelio de
A. oligospora, obtuvieron un promedio de 37% menos de carga
parasitica con respecto a un lote testigo . En 1986 (45)
Pryadko et al, utilizando los hongos A. artrobotryoides y A.
flagras, redujeré6n considerablemente el nGmero de larvas de
nematodos gastroentéricos y pulmonares en heces de borrego
administrandolas como biopreparados orales. En ese mismo afio
Nansen et al (35), compararon la actividad de A. oligospora
sobre larvas preparidsiticas de Cooperia oncophora y nematodos
del sueleo, observando que estas eran rapidamente capturadas,
inmoviliiadas y muertas por el hongo. Arthrobotrys robusta se
ha usado para el control de paridsitos de importancia en
parasitologia agricola. En pruebas en charola A. robusta ha
mostrado extraordinarios resultados en el control de la

lombriz del chicharo, logrando incrementar la productividad
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hasta nueve veces {21).Cayrol et al en 1978 (8),
desarrollaron un preparado comercial a base de un aislamiento
de A. robusta y M. doedycoides, para proteger cultivos de
champifiones del ataque de los nematodos Aphelenchus avenae,
Aphelencoides bicaudatus y A. composticola,lo que redujo
considerablemente las poblaciones de estos en los cultivos.
Dicho producto esta disponible en el mercado bajo el nombre

comercial de Royal “300". (Laboratorio "Royal Champignons").

otras especies del <género Monacrosporium han
mostrado resultados muy promisorios en el control de nematodos
de importancia en parasitologia agricola, como M.
ellipsosporum que redujo la infeccién a la raiz del tomate
causada por estddos juveniles de Meloidogyne incognita (17,
29 ) Y M. doedycoides, que mostré alta actividad nematéfaga
en contra de nematodos miceliéfagos <y -que con A. robusta
(cepa Antipolis), se consideran agentes de 1lucha biolégica

(8).
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JUSTIFICACION

Se desconoce la actividad atrapadora de Arthrobotrys
robusta y de Monacrosporium gephyropagum contra larvas
infectantes de Strongyloides papillosus in vitro. Tomando en
cuenta la repercusién econémica de las Estrongiloidosis en la
ovinocultura nacional, asi como la induccibén de resistencia
en los parasitos a los antihelminticos por el uso
indiscriminado de éstos, es necesario buécar nuevas
alternativas en el control de las parasitosis causadas por
nematodos al ganado. Los hongos nematéfagos pueden convertirse
en una herramienta Gtil en el control de las parasitosis por
nematodos. Sin embargo para llegar a proponer a un hongo
nemat6fago como posible controlador biolégico de nematodos de
rumiantes a nivel de campo, primero es necesario conocer su
capacidad depredadora bajo condiciones de 1laboratorio. La
informacién generada en estas pruebas servird de base para
diseflar experimentos de campo que permitan conocer el
potencial de &ste método de control biolégico de nematodosis

gastroentéricas de rumiantes.
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HIPOTESLIS
Los hongos Arthrobotrys robusta ¥y Monacrosporium
gephyropagum atrapan entre 90 y 100% de las larvas

infectantes de Strongyloides papillosus in vitro.

OBJETIVOS

Cuantificar la actividad atrapadora de los hongos
nemat6fagos Arthrobotrys robusta y Monacrosporium gephyropagum
sobre larvas infectantes de Strongyloides papillosus en

cultivos en harina de maiz agar a 25 C.

Comparar la actividad atrapadora in vitro de Arthrobotrys
robusta y Monacrosporium gephyropagum sobre larvas infectantes

de Strongyloides papillosus. . .
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MATERIAL ¥ METODOS

A) HONGOS

Para este experimento se utilizaron 2 cepas de hongos
nematéfagos, una de Arthrobotrys robusta y otra de
Monacrosporioum gephyropagum, proporcionadas por el Dr.
Reynold Mankau investigador del departamento de Nematologia de
la Universidad de California, Riverside, ambos hongos fueron
mantenidos mediante la transferencia perisdica de.conidios a
cajas Petri con harina de maiz agar (32).
B) PREPARACION DE MUESTRAS FUNGALES PARA INOCULOS DE PLACAS
EXPERIMENTALES

Los dos hongos en estudio se cultivaron de manera
individual durante 2 semanas a 25 C en cajas Petri de vidrio
de 10 cm de diametro con una ca.pa de harina de maiz agar de 1
cm de espesor ( CUadro' 1). Transcurrido é&ste periodo se
prepararon 40 cajas Petri de plastico estériles de 3.5 cm de
dismetro con una capa de maiz agar de 1 cm. de espesor,
dividiendolas en 3 series. Las series 1, y 2, contenian cada
una 10 cajas Petri, mientras que la serie 3, contenia 20
cajas. Con un sacabocado cilindrico de 1 cm de di&metro se
tomaron muestras del cultivo del hongo M. gephyropagum y se
depositd una muestra del cultive por cada caja Petri de la
serie 1, incubdndolas a 25 C durante 14 dias (42). Siete dias

después, se realizé la transferencia de Arthrobotrys robusta
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en las cajas de la serie 2, de la misma forma, incubando a 25
C durante 7 dias (27, 41). Todo el proceso se efectGo en una
campana de flujo laminar, en condiclones de esterilidad
{Cuadro 2).

C) ESTIMACION DEL PROMEDIO DE CONIDIOS EN MUESTRAS PARA
INOCULO FUNGAL.

Adicionalmente una serie de mnuestras tomadas con el
sacabocados de los cultivos de cada hongo fueron tomadas en
forma aleatoria y se depositaron individualmente en tubos ée
plastico estériles de centrifuga de 10 ml, adicionando agua
destilada estéril hasta aforar a S5ml. Despues los tubos fueron
agitados enérgicamente con la ayuda de un homogeneizador
vortex* para desprender los conidios de los conidiéforos,
reéultando una suspensién de conidios. Por tdltimo, el conteo
de conidios se realizdé en una camara de conteS de células
"Neubauer" (2), desarrollando la siguiente férmula:

No. de conidios = X conidios X 1 X 10
por ml. en 5 campos

D) NEMATODOS

Para la obtencién de larvas infectantes de Strongyloides
papillosus, se usd un borrego infectado en forma natural con
el nematodo en estudio. El1 nGmero promedio de huevos
eliminados por g de heces (6}, fue de 16,000. Este borrego

* Genie Mod. K-550 G
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fue confinado en un corral aislado y 1las heces fueron
recuperadas para elaboracién de coprocultivos. Estas fueron
homogeneizadas e hidratadas cuando asi lo reqguerieron durante

dias. Los coprocultivos fueron sometidos a 1la técnica de
Baermann (51), para extraer las larvas presentes en ellos.
Posteriormente 1las larvas fueron concentradas y limpiadas
por medio de filtracién usando papel Whatman* del No. 1,
en un embudo de porcelana conectade a una bomba de vacio*x,
Para recuperar las larvas del papel filtro, este-ﬁltimo fue
puesto en forma invertida en un embudo de Baermann durante una
hora en una solucién preparada con antibiéticos (penicilina
200 UI, estreptomicina 260 mg/ml y por un fungicida,
nistatina 0.05 ml/l ). Despues las larvas se recuperaron Yy
enjuagaron para eliminar 2los residuos de antibiéticos vy
fungicida con una solucién amoitiguadora de. fosfatos a 0.15 M
( PBS ) estéril.

Para la cuantificacién de larvas, el contenido resultante
del filtrado se deposité en tubos de centrifuga esteriles de
50 ml, aforando a 20 ml con agua destilada estéril;
posteriormente la suspensién de larvas fue homogeneizada con
un agitador de tubos Vortex y después se tomaron 10 alicuotas

de 10 pml° cada una con una micropipeta automatica #wx,

*# Whatman International LTD
+* Koblenz Modelo CGP134
#** Pipetteman Gilson
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depositdndolas en un portaobjetos. El contéo de larvas
presentes en 1las alicuotas se realizé con un microscopio
compuesto (objetives 10X y 40X). La estimacién del nGmero de
larvas para ser depositadas en las placas experimentales se
tuvo mediante una regla de tres simple tomande como base el
nmero promedio de larvas observadas en las alicuotas.

E) ESTABLECIMIENTO DEL EXPERIMENTO.

Se usaron 40 cajas de Petri de plédstico de 3.5 cm de di&metro
con harina de maiz agar, distribuidas en tres series. Las
series 1 y 2 constaban de 10 cajas cada una, la serie 3 estaba
formada por 20 cajas. Las cajas de la serie 1 contenian una
muestra cilindrica de agar de 1 cm de di&metro por 1 cm de
espesor (41), de un cultivo de Monacrosporium gephyropagum de
14 dias de edad (42) conteniendo aproximadamente 3,500
conidios-vLas cajas de la serie 2, contenian una muestra de
agar del mismo tamafio, tomada a partir de un cultivo de
Arthrobotrys robusta de 7 dias de edad (41), conteniendo
aproximadamente 11,000 conidios. Las cajas de la serie 3
contenfian s6lo el medio de cultivo sin hongos para fungir
como testigo. Se adicionaron aproximadamente 100 1larvas
infectantes de Strongyloides papillosus en cada caja de las 3
series (Cuadro 3), se metieron a incubar a una cimara hGmeda a
25 €, durante 7 dias. Al cabo de este tiempo se realizé la
lectura, observando la superficie del agar en un microscopio

compuesto (Objetivos 10X, 40X y 100X), se cuantificé 1la
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totalidad de las larvas presentes en las placas y se llevé un
registro tanto de larvas capturadas como larvas libres. Los
datos se analizaron estadisticamente mediante la prueba de U
Mann-Whitney (31). .

Para apreciar con detalle 1la actividad atrapadora de 1los
hongos, algunas placas adicionales fueron procesadas para
microscopia electrénica de rastréo, siguiendo el procedimiento

descrito por Eisenback, 1986. (*)

*Eisenback, J.D.:Techniques for preparing nematodes for
scanning electron microscopy. Journal of Nematology,

18(4):479-487 (1986)
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RESULTADOS

Antes de adicionar los nematodos a las placas, se observd
que tres cajas de la serie testigo se habfan contaminado con
otros hongos, motivo por el cual se eliminaron del
experimento, quedando la serie testigo con 17 repeticiones. Al
examinar microscépicamente 1los cultivos de Monacrosporium
gephyropagum a los 14 dias de edad, previo a la adicién de
los nematodos, se observé que este habia desarrollado un
crecimiento micelial abundante que abarcaba casi la totalidad
de 1la superficie del cultivoe y algunas ramas adhesivas
empezaban a formarse. Siete dias después de haber adicionado
los nematodos a los cultivos de este hongo, se observé el
desarrollo de una dgran cantidad de ramas adhesivas que
emergian de las hifas (Foto 1) y en la mayoria de los casos
éstas se encontraban distribuidas a intervales regulares a lo
largo de las hifas (Foto 2), en la que estas estructuras
asemejaban las cuentas de un rosario. Casi todas las larvas de
Strongyloides papillosus se encontraban adheridas con firmeza
a las ramas (Fotos 3 y 4); algunas larvas luchaban por
liberarse agitandose vigorosamente, sin lograrlo y terminaban
por ser adheridas a las ramas adyacentes, pocas larvas se
encontraban libres cerca de las ramas adhesivas.

La cepa de Arthrobotrys robusta mostrd en cultivo puro un

abundante crecimiento micelial con gran cantidad de
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conidiéforos conteniendo. conidios en racimo (Foto 5). Siete
dias después de haber adicionado en ellos las larvas del
nematodo en estudio, se desarrolld una dran cantidad de
anillos tridimensionales de captura (Fotos 6 y 7), la mayoria
de las larvas se encontraban libres deslizdndose sobre la
superficie del agar, algunas larvas entraban a los anillos de
captura sin que éstos ejercieran algGn efecto de atrapamiento
sobre ellas, pudiendo asi entrar y salir libremente, algunas
larvas yacian atrapadas destruidas en los anillos. de captura
(Fotos 8 a 11).

El andlisis estadistico determiné 1los siguientes
resultados: El porcentaje de larvas atrapadas por
Monacrosporium gephyropagum fué de 94.26% (+- 6.19) (Cuadro
4), mientras que Arthrobotrys robusta capturé dnicamente al
35.98% (+-21.3) (Cuadro 5). Cabe mencionar que en solo una
placa (Caja No. 1) de la serie 2 el porcentaje de captura
resulté elevado (92.5%). (P< 0.001).

En la serie de las cajas testigo 87.20% (+-19.5) de
larvas de S. papillosus se encontraban vivas deslizandose
activamente sobre 1la superficie del agar o enroscadas con
poco movimiento (al agregar sobre ellas algunas gotas de agua,
estas comenziron a moverse activamente sobre el agar). El
resto de las larvas permanecieron estiradas o ligeramente

curvadas sin ningfin movimiento y atn después de agregarles
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agua continuaron estiticas por .lo. que fueron consideradas

larvas muertas (P<0.001) (Cuadro 6).
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DISCUSION.

El  desarrollo en cultivo puro mostrado por la cepa de
Monacrosporium gephyropagum usada en el presente estudio,
concuerda con las descripciones de Drechsler 1937 (12), Cooke
et ‘al, 1963 (9), incluyendo el desarrollo espontdneo de ramas
adhesivas. Este hongo mostré una gran capacidad para producir
ramas adhesivas en presencia de larvas infectantes de
Strongyloides papillosus y una alta eficacia en la captura de
larvas de este nematodo.

En una revisién bibliografica disponible se encontré que
se ha generado poca informacién con respecto a la actividad
depredadora de hongos del género Monacrosporium spp sobre
nematodos de importancia en parasitologia veterinaria. Al
parecer hasta hoy, no habia sido evaluada iIn vitro 1la
actividad atrapadora de Mdnacfospozium - gephyropagum, ni
Arthrobotrys robusta sobre larvas infectantes de Strongyloides
papillosus por lo que esta podria ser la primera notificacién
al respecto.

Algunos trabajos realizados con otras especies de hongos
nematéfagos sobre nematodos pardsitos de rumiantes pueden ser
comparados con los resultados obtenidos en el presente
estudio, tal es el caso de un experimento realizado por Pandey
en 1973 (41) quien enpleé diversas -especies de hongos

nematéfagos incluyendo los géneros Arthrobotrys, Dactylella y
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Monacrosporium contra larvas infectantes de Trichostrongylus
axel y Ostertagia ostertagi, observando que al dia siete, el
100% de las larvas habian sido capturadas por Monacrosporium
cionopaga (una especie productora de ramas adhesivas igual que
M. gephyropagum) no asi para Monacrosporium bembicoides
(productora de anillos constrefiibles) que Gnicamente capturé
al 49%.

Monacrosporium gephyropagum (D. gephyropaga)* y otras
especies como M. ellipsosporum (D. ellipsosporal* y M.
drechsleri (D. drechsleri)* al ser adicionadas al suelo
mostraron un marcado decremento en la poblacién de nematodos
de vida libre (9).

La adicién de 1los hongos nematéfagos Arthrobotrys
oligospora y Dactylella thaumasia en parcelas contaminadas
experimentalmente con nematodos gastroentéricos, han mostrado
resultados alentadores ya que en borregos pastoreando en estas
parcelas se observé una considerable reduccién en el niimero
de huevos por g de heces con respecto a un lote de borregos
pastoreando en parcelas sin la adicién de hongos, obteniendo
adem&s un desarrollo superior de los borregos hasta de 91%.,
comparado con el lote testigo (15).

Tomando en consideracién el alto porcentaje de captura de
larvas infectantes de S. papillosus in vitro por el
hongo Monacrosporium gephyropagum en el presente estudio,

*Cooke, C.R. and Dickinson, C.H., 1965 (10)
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seria conveniente disefiar nuevos experimentos de campo
que evalien el efecto de la adicién de esta cepa en parcelas
sobre una poblacién de Strongyloides papillosus y otros
nematodos par&sitos de rumiantes.

El desarrollo de la cepa de Arthrobotrys robusta en
cultive puro, usada en el presente estudio, resultd similar al
observado por Haard, 1968 (22) para esta especie. A. robusta
mostré en promedio una baja actividad atrapadora de larvas
infectantes de Strongyloides papillosus. Nov t.axiste una
explicacién categérica al hecho de que en la placa No. 1 de la
serie 2 el hongo mostré un elevado comportamiento atrapador;
sin embargo, en general en todas las cajas restantes 1la
capacidad atrapadora fue muy baja. En diversas pruebas
realiz'adas con esta cepa en el laboratorio se ha observado una
alta actividad atrapadora in vitro sobre larvas infectantes de
Haemonchus contortus (mas del 94%) (32). La aplicacién
practica del empleo de hongos nematéfagos en el control de
nematodos paradsitos de rumiantes, podria efectuarse' usando
hongos con un elevado poder depredador y amplio espectro de
accién en contra de diversos géneros y especies de nematodos,
o bien con la mezcla de diferentes cepas de hongos altamente
activos en contra de algunos nematodos en particular (como
podria ser el caso de Arthrobotrys robusta contra larvas

infectantes de Haemonchus contortus (32) y Monacrosporium
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gephyropagum contra larvas infectantes de. Strongyloides
papillosus, ambas cepas usadas en el presente estudio).

La actividad atrapadora es mediada por 1la unién de
receptores glicoproteinicos presentes en la cuticula del
nematode y en los érganos de captura de los hongos nematéfagos
(38, 44, 48). La compatibilidad de estos receptores es
determinante en la especificidad del hospedador, pudiéndose
encontrar en ocasiones que una misma cepa puede ser altamente
efectiva contra un tipo de nematodo o bien presentar una baja
o nula actividad contra otro (17). E1 hecho de Qque algunas
larvas infectantes entraran y salieran libremente de los
anillos de captura sugiere falta de compatibilidad de los
receptores presentes en la cuticula del nematodo y en los
Sérganos de captura del hongo. Probablemente por esta razén el
hongo mostré baja actividad atrapadora.

En los Gltimos afios, se ha puesto gran interés en 1la
investigacién del control de las parasitosis gastroentéricas
en rumiantes a partir de métodos biolégicos, ya que el usc
indiscriminado de sustancias guimicas (antihelminticos) tiene
una repercusién directa tanto en los animales, el hombre y el
medio ambiente.

Seglin los resultados obtenidos bajo las condiciones que
este experimento fue realizado se concluye que el hongo
nematéfago Monacrosporium gephyropagum, mostré una elevada

capacidad atrapadora in vitro (> del 94%) de las larvas
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infectantes de Strongyloides papillosus a los silete dids a 25
C. Bajo estas mismas condiciones experimentales Arthrobotrys
robusta mostré una baja capacidad atrapadora (< del 36%) sobre
&l nematodo en estudio. Monacrosporium gephyropagum seré
tomado en cuenta en futuras pruebas de campo para evaluar su
efecto en parcelas experimentales sobre una poblacién de

larvas infectantes de Strongyloides papillosus y otros

nematodos parasitos de rumiantes.
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CUADRO 1

PREPARACION DE MUESTRAS FUNGALES PARA INOCULOS DE LAS PLACAS

EXPERIMENTALES.
SERIE HONGOS No. DE CAJAS PETRI TEMPERATURA
CON H.M.A.*
I A. robusta 5 25 C
II M. gephyropagum 5 .25 ¢

*,- Harina de maiz y agar.
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CUADRO 2

ESTABLECIMIENTO DE LAS SERIES EXPERIMENTALES

SERIE

No.

DE CAJAS HONGO TEMPERATURA
1 10 M. gephyropagum 25 C
2 10 A. robusta 25 C
3. TESTIGOS

20

25 C
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CUADRO 3

ACTIVIDAD ATRAPADORA DE Monacrosporium gephyropagum Y
Arthrobotrys robusta SOBRE LARVAS INFECTANTES DE Strongyloides
papillosus in vitro A 25 C,

SERIE No. DE CAJAS HONGO S. papillosus
1 10 * M. gephyropagum 100
2 10 ** A, robusta 100

3 20 TESTIGOS 100

*,- Cultivo de catorce dias de edad en harina de maiz y agar.

%% .~ cultivo de siete dias de edad en harina de maiz y agar.
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CUADRO 4.

NGmero y porcentaje de larvas infectantes de Strongyloides
papillosus atrapadas por Monacrosporium gephyropagum después
de siete dias de interaccién en placas con harina de maiz
agar. (Serie 1)

CAJA No. LARVAS / LARVAS PORCENTAJE
ATRAPADAS TOTALES DE LARVAS
ATRAPADAS
1 83 84 98.80
2 77 82 93.90
3 67 67 100.00
4 69 69 100.00
5 84 B84 100.00
6 77 85 90.58
7 104 108 96.29
8 89 . 94 94.68
9 95 115 . 82.60
10 133 155 85.80
878 943 X=942.65/10=94.26(+-6.19)*

* P< 0.001 Prueba U de Mann-Whitney (31).



43

CUADRDO 5

Namero Yy porcentaje de larvas infectantes de Strongyloides
papillosus atrapadas por Arthrobotrys robusta después de
siete dias de interaccién en placas con harina de maiz agar.
(Serie 2)

CAJA No. LARVAS / LARVAS PORCENTAJE
ATRAPADAS TOTALES DE LARVAS
ATRAPADAS
1 37 40 92.5
2 31 174 17.81
3 17 51 33.33
4 17 56 30.35
5 23 . 92 25,00
6 24 79 30.37
7 14 70 20.00
8 44 136 32.35
9 65 139 46.76
10 54 172 -31.39
326 1009 X=359.86/10=35,98 (+-21.39}*

* P< 0.001 Prueba U de Mann-Whitney (31).
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CUADRO 6

NGmero y porcentaje de larvas infectantes de Strongyloides
papillosus con y sin movimiento en placas con harina de maiz
agar. (Serie 3, Testigo).

CAJAS LARVAS LARVAS EN PORCIENTO LARVAS SIN PORCIENTO

No. TOTALES MOVIMIENTO MOVIMIENTO
1 75 70 (93.33) 5 (6.6)
2 55 50 {(90.90) 5 (9.09)
3 15 15 {100.00) [v] ]
4 45 40 (88.88) 5 (11.11)
5 55 45 (81.81) 10 (18.18)
6 20 20 (100.00) 0 0
7 80 70 (87.50) 10 (12.50)
8 45 45 (100.00}) 0 ]
9 30 30 (100.00) o] 0
10 a5 95 (100.00) ] ]
11 65 65 (100.00) 0 [}
12 45 30 (66.66) 15 {(33.33)
13 30 10 (33.33) 20 (66.67)
14 10 10 (100.00) [v] o]
15 20 10 (50.00) 10 {50.00)
16 15 15 {100.00) 0 o]
17 50 45 (90.00) s (10.00)
750 665 85
% Larvas con = 750 _ _ _ _ 100%
movimiento 665 _ _ _ _ X =288.6% *
% Larvas sin = 750 _ _ _ _ 100 %
movimiento 85 _ _ _ _ X = 11.33 % #*
* = Larvas deslizandose activamente. sobre la superficie del

agar o larvas enrozcadas con poco movimiento.

#**= Larvas estiradas o ligeramente curveadas sin ningGn
movimiento.
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Foto 1. Fotografia tomada al microscopio electrénico de
rastréo, mostrando el desarrolle de ramas adhesivas de
Monacrosporium gephyropagum, que emergen de las hifas del
hongo en harina de maiz agar. (480 X)
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Foto 2. Fotografia tomada al microscopio compuesto, mostrando
el desarrollo de Monacrosporium gephyropagum en una placa de
harina de maiz agar. a)Ramas adhesivas de dos y tres células
producidas en forma continua y equidistante a lo largo de las
hifas. b) Un conidio desprendido del conidiéforo. (75 X).
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Fotos 3 y 4. Fotografias tomadas al microscépio electrénico de
rastréo, mostrando una larva de Strongyloides papillosus
atrapada por las ramas adhesivas de Monacrosporium
gephyropagum en una placa de harina de mafz agar. (540 X y
940 X, respectivamente)
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Foto 5. Fotografia tomada al microscépio compuesto, mostrando
dos racimos de conidios de Arthrobotrys robusta en harina de
mafiz agar (25X).



ESTh REUSN. DEBE

Fotos 6 y 7. Fotografias tomadas al microscépio electrénico de
rastréo, mostrando el desarrollo de anillos tridimensionales
adhesivos de Arthrobotrys robusta. En 1a foto inferior se
aprecian algunos conidios del hongo. (2,000 y 1,300X%,
respectivamente) .
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Fotos B8 a 11. (Pigina anterior). Fotografias tomadas al
microscépio electrénico de rastréo, mostrande una larva de
Strongyloides papillosus capturada por Arthrobotrys robusta en
harina de maiz agar. Fotos 8 y 9, larva atrapada por un anillo
de captura (540X y 2200X, respectivamente). Fotos 10 y 11,
Aspecto de wuna larva destruida por el hongo, algunos
filamentos hifales emergen del interior del nematodo (940X y
1200X, respectivamente).
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