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Resumen

El hongo nematdfago Arthrobotrys musiformis es una alternativa con potencial para el
control biolégico contra Haemonchus contortus. El objetivo fue identificar, purificar y
caracterizar al menos una proteasa extracelular de A. musiformis con actividad in vitro
contra larvas 3 (L3) de H. contortus. Se recolectaron muestras (materia organica en
descomposicion, tierra y heces de rumiantes (bovinos y ovinos) y de cerdos) de algunas
entidades federativas de la Republica Mexicana para identificar, aislar y purificar A.
musiformis. Una vez identificado el hongo, se realizaron pruebas de atrapamiento contra
L; de H. contortus. Para la obtencién de proteasas se empled el medio liquido, con
incubacién de dos semanas. Posteriormente, el medio se filtrd, se descartd el micelio y se
realizaron bioensayos para determinar la actividad nematicida contra L3 de H. contortus. El
medio liquido se paso a través de una cromatografia de intercambio idnico seguido de una
cromatografia de interaccion hidrofébica. Se colectaron las fracciones con actividad
proteolitica, se concentraron y se establecieron las condiciones dptimas de la misma
(temperatura, pH, inhibidores). A. musiformis fue colectado en Puebla y Veracruz, tuvo un
porcentaje del 44% de atrapamiento contra Ly de H. contortus. Se identificé actividad
proteolitica en el medio liquido filtrado. Los concentrados obtenidos de las cromatografias
de intercambio idnico y de interaccion hidrofdbica mostraron efecto nematicida del 85% y
77% de las Ls de H. contortus, a las 48 horas, hubo diferencia con el testigo (medio sin
hongo). Existe al menos hay una proteasa extracelular con actividad con gelatina y
albumina. La actividad proteolitica fue mayor en pH 8/37°C. El fenil-metil-sulfonil-fluoruro
(PMSF) inhibid la actividad por lo que puede tratarse de proteasas dependientes de serina.
El conocimiento de A. musiformis, permite que se cuente con informacion mas precisa
para un posible empleo como agente de control contra nematodos con alternativas que
disminuyan los efectos adversos contra la salud animal, humana y ambiental.

Palabras clave: hongos nematéfagos, nematodos gastrointestinales, proteasas.
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Abstract

The nematophagous fungus Arthrobotrys musiformis is an alternative with potential for
biological control against Haemonchus contortus. The objective was to identify, purify and
characterize at least one extracellular protease of A. musiformis with in vitro activity
against larvae 3 (Ls) of H. contortus. Samples (decaying organic matter, soil and feces of
ruminants (cattle and sheep) and pigs) in some states of Mexico to identify, isolate and
purify A. musiformis were collected. Having identified the fungus, entrapment tests
against H. contortus L; were performed. To obtain proteases, the fungus was cultured in
liquid medium with two-week incubation. Subsequently, the medium was filtered, the
mycelium was discarded and bioassays were conducted to determine the nematicidal
activity against Ls of H. contortus. The liquid medium is passed through an ion exchange
chromatography followed by hydrophobic interaction chromatography. Fractions with
proteolytic activity were collected, concentrated and optimal conditions (temperature,
pH, inhibitors) were established. A. musiformis was collected in Puebla and Veracruz, had
a percentage of 44% of entrapment against L3 of H. contortus. Proteolytic activity was
identified in the liquid medium filter. Concentrates obtained from ion exchange
chromatography and hydrophobic interaction nematicidal showed 85% and 77% of L3 of H.
contortus, at 48 hours, there was difference from the control (medium without fungus).
There was at least an extracellular protease activity with gelatin and albumin. Proteolytic
activity was highest at pH 8/37°C .The phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF) inhibited the
activity of which can be dependent serine proteases. The knowledge of A. musiformis,
allowed to count more accurate information for possible use as a control agent against
nematodes with alternatives that reduce the adverse effects against the animal, human
and environmental health.

Key words: nematophagous fungi, gastrointestinal nematodes, proteases.
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1. INTRODUCCION

Los nematodos gastrointestinales (NGI) tienen gran relevancia econdmica, ya que son
responsables de la disminucién en la produccién en bovinos, ovinos y caprinos en
pastoreo, especialmente en los tropicos y en zonas templadas, donde las condiciones

ambientales favorecen su proliferacidon, (Waller y Chandrawathani, 2005).

En México, como en otros paises del mundo, los NGI son el mayor problema de salud para
los ovinos, ya que deterioran la calidad de vida del animal y provocan pérdidas
econdmicas considerables. En especial Haemonchus contortus (Rudolphi, 1803) que es el
parasito mas prevalente y con mayor importancia econdmica en México (Garcia, 2003). La
prevalencia de los nematodos se incrementa por las condiciones ambientales y de manejo
zootécnico, por lo que las pérdidas son consecuencia de un proceso epidemiolégico
previo, favorecido por el sistema de manejo, que determina el aumento o disminucién de

las posibilidades de infeccién (Nari y Fiel, 1994).

Descripcion de Haemonchus contortus (Rudolphi, 1803).

La clasificacion taxonémica de Haemonchus contortus (segin Anderson, 2000) es la
siguiente:

Reino Animal
Phylum Nematoda
Orden Strongylida
Superfamilia Trichostrongyloidea
Familia Trichostrongylidae
Género Haemonchus
Especie H. contortus

El nombre de Haemonchus contortus (del griego haima: sangre y oncos: gancho;
del latin contortus: retorcido) hace referencia al aparato genital femenino de color blanco

enrollado en torno al intestino rojizo, lo que ha hecho que se le denomine en lengua



inglesa como palo de barbero. La cavidad bucal es pequefa, tiene tres labios inconspicuos,
posee un diente delgado o lanceta, presenta papilas cervicales, son prominentes y
parecidas a espinas. Los machos adultos miden de 10 a 20 mm de longitud y las hembras
hasta 30 mm. Los huevos son elipticos, regulares y anchos, contienen blastémeros, miden
74 por 44 um (Thienpont et al., 1979). Las larvas en estadio 3 (L3) son delgadas, miden de
630 a 790 um; el esé6fago mide menos de un cuarto de la longitud corporal, la vaina es de
tamafio medio, afilada en punta y frecuentemente tiene una curvatura ligera parecida a
una bayoneta, en promedio hay una distancia de 70 um entre la cola y la vaina (Niec

1968).

En el ciclo biolégico de H. contortus los parasitos adultos se localizan en el
abomaso, se reproducen y los huevos salen en las heces del huésped infectado; en el
ambiente externo, en 24 horas a 22 - 26°C, el embrién se desarrolla a larva 1 (L) y
eclosiona. La L; se convierte en L, ésta crece y se desarrolla a L3 que es la etapa infectiva.
Las L3 no se alimentan, pero subsisten de las reservas almacenadas en las células
intestinales, son muy activas y se desplazan verticalmente en la superficie humeda de los
pastos, mostrando termotropismo e higrotropismo positivo, asi como geotropismo y
fototropismo negativo. La combinacidén de estos tropismos hace que las L3 suban a la
punta del pasto cuando hay rocio, lo que favorece la ingestidn de las larvas por los ovinos

gue pastan (Quiroz 1999).

Los ovinos se infectan al ingerir pastura contaminada con Ls, por lo que el nimero
de larvas ingeridas es proporcional a la cantidad de alimento consumido (Gray, 1995). Las
L; son deglutidas, se desenvainan en el rumen, después pasan al abomaso y se sitdan
cerca de las glandulas, en donde mudan dos veces y alcanzan la fase de adultos: hembras

y machos (Figura 1).



Desarrollode L3 a L4, LSy adultos
enabomaso "‘T

Los parasitos adultos se
reproducen, las hembras
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Figura 1. Esquema y fotografia del ciclo biolégico de Haemonchus contortus.

Superficie corporal: cuticula de H. contortus

Los nematodos establecen contacto con el medio que lo rodea en primera
instancia con la parte mas externa de su cuerpo: su cuticula. La cuticula de los nematodos
es una estructura compleja formada por una capa no celular producida por la hipodermis,
compuesta principalmente de cuticlina (Fujimoto et al., 1973), queratina, coldgena y fibras
gue corren diagonalmente en direcciones opuestas una de otra. La cuticlina con un peso
de aproximadamente 40 kDa (Sebastiano et al., 1991) tiene composicién de aminodcidos y

un patron de difraccion de rayos X diferente a las coldgenas cuticulares, ademas presenta



una cantidad significativa de enlaces cruzados de ditirosina y puentes disulfuro (Betschart
et al., 1990). La cuticula también posee carbohidratos, la parte mas externa llamada
epicuticula estd cubierta de una vaina o llamada glicocalix que contiene glicoproteinas. La
superficie tiene carga negativa y contiene residuos de azlcares. La cuticula en su mayor
parte estd compuesta por proteinas del tipo de las coldgenas. Las colagenas son una
familia heterogénea de proteinas fibrosas estructurales con un arreglo estructural de
triple hélice formada por cadenas peptidicas con una secuencia repetida (Gly-X-Y), donde
XyY pueden ser prolina o hidroxiprolina. En L; de H. contortus, se identificaron coldgenas
de 108, 88 y 53 kDa. Asimismo hay proteinas en la epicuticula que no han sido
identificadas. En Panagrellus redivivus se han identificado manosa/glucosa, N-
acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina como receptores a lectinas ademas de la

presencia de acido sialico (Tunlid et al., 1992).

Control parasitario

El control de los NGI se basa en el uso de una estrategia quimica terapéutica que
se puede complementar con practicas de pastoreo y otras alternativas de manejo. El uso
periddico de antihelminticos disminuye el parasitismo masivo y previene la muerte a los
animales mas afectados, pero no previenen reinfecciones. Los antihelminticos de amplio
espectro disponibles contra NGI son los bencimidazoles, tetrahidropirimidinas,
salicilanilidas, organofosforados y lactonas macrociclicas (Lépez-Arellano, 2010). Sin
embargo, el uso frecuente de antihelminticos, el uso irracional de las drogas, la
administracion de dosis subterapeuticas y periodos de aplicacidn cortos, asi como a la
escasa alternancia de farmacos de distinta familia conlleva a que se presenten parasitos
resistentes a los antiparasitarios nuevos (Coop y Kyriazakis, 2001; Torres et al., 2003). El
primer caso de resistencia a tiabendazol se describié en 1968, al levamisol en 1975y a las

ivermectinas en 1985 (Gray, 1995). Actualmente hay poblaciones de H. contortus



resistentes a bencimidazoles, imidazotiasoles y lactonas macrociclicas en especial a la

ivermectina (Aumont, 1995; Coronado et al., 2003).

En México se han registrado casos de H. contortus resistentes a los bencimidazoles
(Campos et al., 1992; Figueroa et al., 2000; Garcia, 2003; Torres et al., 2003) y a la
ivermectina (Montalvo et al., 2003; Torres et al., 2003; Encalada et al., 2008; Torres-

Acosta et al., 2012).

Otro efecto importante del uso de antihelminticos sintéticos, ademas de la
toxicidad en los animales, es el efecto econdmico indirecto que ocasionan, por el periodo
de retiro de la carne y de la leche, y la ecotoxicidad (Beynon, 2012). La OMS en el 2000 y
la FAO en el 2001 confirmaron el impacto de la ivermectina sobre productos de origen
animal y al ambiente. Algunas lactonas macrociclicas como la ivermectina, doramectina y
abamectina causan dafio al ambiente a través de su excrecion directa en las heces y orina
de los animales tratados, y por la eliminacién inadecuada de frascos vacios, porque
impactan en poblaciones de insectos coprofagos, lombrices de tierra, en el ecosistema de
pastizal y factores edaficos, incluso en ecosistemas acuicolas (Webb et al., 2007; Kolar et
al., 2008; Martinez y Cruz, 2009; Aparicio-Medina et al., 2011). Si la carne o subproductos
de animales tratados con ivermectina llega a ser consumida por el ser humano, suele
constituirse un problema de salud publica ya que la ingestién prolongada puede producir

efectos toxicos relacionados con el sistema nervioso, coma y muerte (Yang, 2012).

El reto radica en encontrar estrategias de control que permitan una combinacién
del uso prudente de los antiparasitarios disponibles, combinado con estrategias no
guimicas, alternativas de control como el empleo de hongos nematdéfagos, que aseguren
mantener las poblaciones parasitarias bajas, que no produzcan residuos en carne y leche y

gue tengan un minimo impacto ambiental.



Medidas complementarias para el control de nematodos gastrointestinales (NGI)

Para combatir a los NGl se han desarrollado medidas complementarias como son el
pastoreo rotacional, el mejoramiento nutricional, el empleo de plantas con propiedades

antihelminticas e incluso el control bioldgico.

La rotacién de praderas es una medida complementaria del control parasitario ya
qgue mantiene en niveles bajos las cantidades de larvas en la pastura (Niezen et al., 1998)
lo que permite que haya una contaminacién ligera de formas infectantes, asi disminuye la
densidad y como consecuencia hay una diversidad menor de larvas en comparacién con

areas de libre pastoreo (Villegas, 1986; Morales y Pino, 2004).

Otra opcion es el pastoreo mixto entre distintos tipos de rumiantes,
particularmente de bovinos y ovinos. Ademas del mejor aprovechamiento del recurso
forrajero, el pastoreo mixto favorece una disminucidon de la contaminacién con larvas
infectantes de NGI en la pradera reduciendo el riesgo de adquisicién de estos parasitos

por parte de los ovinos (Cuéllar, 2007).

El sulfato de cobre se empled para el control de los NGI; las particulas o agujas de
6xido de Cu?*, son colocadas en cépsulas de gelatina y administradas por via oral, pasan a
través del rumen y se alojan en los pliegues del abomaso donde liberan los iones de cu?,
los cuales tiene efecto antiparasitario (Waller et al., 2004). En ovinos y cabras se ha
registrado una reduccién alta (>90%) contra H. contortus. Las agujas de 6xido de cu?,
pueden representar una opcidn estratégica para el control de los NGI que permite reducir
las pérdidas causadas, especialmente cuando se asocia a otro tipo de control. La gran
desventaja de este método alterno es que es necesario determinar el efecto de las dosis
repetidas de agujas de Cu®’, sobre el estado de salud de los ovinos con el fin de prevenir
intoxicaciones debido a que esta especie es muy susceptible a la intoxicacién crénica por

Cu** (Cuéllar, 2007).



Por otra parte, desde hace muchos afios se han empleado los recursos vegetales
que cada poblacidn tiene para obtener plantas con actividad antihelmintica. El uso de
plantas que contienen compuestos bioactivos para el control de helmintos del tracto
digestivo y las opciones fitoterapéuticas y nutricionales han sido motivo de control en los
afios recientes. La mayoria de los datos disponibles se refieren a trabajos in vitro, y aun
no se conoce la biodisponibilidad en animales parasitados. En general, los compuestos
vegetales han mostrado una baja eficacia y dificilmente igualan a los antihelminticos
sintéticos disponibles. Entre los principios activos de algunas plantas, se han identificado
enzimas (cisteina proteasas) y metabolitos secundarios como alcaloides, glicésidos y
taninos; por ejemplo, los extractos de pino y castafia tienen efecto (90%) sobre el
desenvainamiento de L3 de H. contortus. Se notific6 que se evaluaron diferentes
esquemas de aplicacién de tres plantas (Zanthoxylum zanthoxyloides; Newbouldia lavei,
Carica papaya) en ovejas infectadas con NGl y se obtuvo del 87% - 95% de reduccién en
la eliminacién de huevos (Cuéllar, 2007).

En un trabajo de campo en México, se evalud el efecto de extractos de plantas
medicinales (estafiate, epazote, semilla de calabaza, semilla de papaya y ajo) en ovinos
infectados con NGl y obtuvieron una accién antiparasitaria muy variable y con eficacias de
moderadas a bajas (Hernandez y Lépez, 2000).

Se demostré que Lysiloma latisiliquum afectd la longitud y fertilidad de las
hembras de H. contortus. Schinopsis spp. disminuyd la poblacién de H. contortus y T.
colubriformis y fecundidad de T. colubriformis ademds Onobrychis viciifolia afectd la
fecundidad de H. contortus (Martinez-Ortiz de Montellano, 2010). Los efectos de los
taninos condensados de Onobrychis viciifolia, Lotus pedunculatus y L. corniculatus fueron
probados in vitro contra otros tricostrongilidos como Cooperia oncophora y Ostertagia
ostertagi con buenos resultados (Martinez-Ortiz de Montellano et al., 2013) y el extracto
acuoso de Ananas comosus disminuyd un 42% el conteo de huevos de H. contortus

(Domingues et al., 2013).



Por otra parte, el control bioldgico, es decir, el empleo de organismos vivos ha
recibido atencién, entre los agentes potenciales se encuentran virus, bacterias,
protozoarios y el grupo mds prometedor que son los hongos. Por ejemplo, los hongos de
los géneros Arthrobotrys sp., Monacrosporium sp. y Duddingtonia flagrans se alimentan
de larvas de nematodos recién eclosionadas, por lo que son buenos candidatos para el

control de las larvas de NGI en su etapa de vida libre (Mendoza y Valero, 2009).

Antecedentes del empleo de hongos nematéfagos

El control de nematodos pardsitos de animales y de plantas se ha concentrado en
el grupo de los Ascomicetes ya que son saprobios y solo son depredadores facultativos
cuando crecen en condiciones in vitro; asi que para que muestren esta condicion el medio
de cultivo debe ser pobre en nutrientes. Ademds, de que presentan esa capacidad
nematicida, tienen la caracteristica de que pueden resistir el estrés del paso a través del
tracto digestivo (Waller y Larsen, 1993). Se ha demostrado que no tienen efecto tdxico en
los animales, también pueden tener efecto contra las especies no blanco, como
nematodos de vida libre, pero solamente cuando las concentraciones de clamidosporas

son elevadas (Paraud et al., 2012).

Los hongos nematéfagos se caracterizan por la capacidad de capturar y utilizar a
los nematodos como fuente de alimento principal o complementario a su existencia
saprofita. En este sentido, los hongos depredadores producen estructuras atrapadoras de
nematodos sobre el micelio (asas o anillos adhesivos), con las cuales capturan e
inmovilizan a los nematodos, penetran en el cuerpo y finalmente consumen el contenido

(Mendoza de Gives y Torres-Acosta, 2012).

Los primeros estudios sobre el empleo de los hongos nematéfagos como control

contra NGI se realizaron en 1939 con el hongo Dactylella ellipsospora que exhibid



actividad nematofaga contra Strongyloides sp. y Ancylostoma (Waller y Larsen, 1993).
Desde entonces se han realizado multiples estudios con resultados exitosos contra los
estados de vida libre de nematodos parasitos bajo condiciones experimentales,
seminaturales y naturales empleando hongos de los géneros Arthrobotrys, Trichotecium,
Dactylaria Duddingtonia y Monacrosporium en contra de NGI como Haemonchus
contortus, Teladorsagia circumcincta, Trichostrongylus colubriformis, Cooperia,

Nematodirus spp., Strongyloides sp. y Oesophagostomum spp. (Nansen et al., 1988).

La eficacia de los hongos nematéfagos se ha demostrado en la reduccién de larvas
de nematodos gastrointestinales en ovinos en cultivos fecales en regiones tropicales,
subtropicales y templadas (Kahn et al., 2007; Fontenot et al., 2003; Larsen, 2006; Waller et
al., 2006; Gémez-Rincdn et al., 2006; Paraud y Chartier, 2003; Paraud et al., 2006).

En afios recientes se ha puesto atencidn en A. musiformis porque tiene la
capacidad de superar el estrés del tracto gastrointestinal en terneros y mantiene sus

cualidades nematéfagas contra larvas de H. contortus (Saumell et al., 2008).

Arthrobotrys musiformis: candidato con potencial para su uso contra Haemonchus

contortus.

Reino: Fungi
Divisidon: Ascomycota
Clase: Orbiliomycetes
Orden: Orbiliales
Familia: Orbiliaceae
Género: Arthrobotrys
Especie: A. musiformis



Arthrobotrys musiformis Dreschler 1937

Es un hongo nematdfago con conidiéforos erectos hasta de 900 um de longitud,
proliferan subapicalmente hasta 12 veces para producir un sistema de enramamiento
candelabriforme, cada rama tiene un conidio terminal. Los conidios son elongados
obovoidales a elipsoidales, ligeramente curvos con un septo ligeramente arriba de la
mitad; miden 19.0-42.5 x 7-14 um. Hay presencia de clamidosporas. El atrapamiento de

los nematodos se da mediante anillos y redes adhesivas (Figura 2) (Van Oorschot, 1985).

- r
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Figura 2. Microfotografias de Arthrobotrys musiformis que muestran los conidios (A) (40X)
y anillos atrapando a nematodos (B) (10X). Microscopia de luz.

El ciclo bioldgico de A. musiformis se inicia cuando las esporas o conidios germinan
y producen hifas, que a su vez forman el micelio. En dicho micelio se forman los
conidiéforos que producen nuevamente conidios. Sélo cuando entran en contacto con
nematodos, las células del micelio se diferencian y empiezan a formar redes adhesivas
(Figura 3). Las clamidosporas son estructuras de resistencia por lo que una vez que se
forman pueden resistir condiciones adversas en estado de latencia hasta que las

condiciones favorables permitan la germinacién de las mismas (Herrera y Ulloa, 1998).
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Figura 3. Representacion fotografica del ciclo biolégico de Arthrobotrys musiformis. A.
musiformis es un hongo saprobio que en presencia de nematodos desarrolla anillos y
redes para capturarlos y alimentarse de ellos.

A. musiformis es un hongo saprobio y depredador facultativo de nematodos, por lo
que es un candidato potencial como agente de control bioldgico indirecto, puesto que
disminuye el nimero de larvas en las pasturas. Se ha demostrado la sobrevivencia y

actividad depredadora de este hongo después de atravesar el tracto gastrointestinal de
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ovinos (Gronvold, et al., 1996; Graminha et al., 2005a). Las pruebas in vitro demostraron
una actividad nematofaga del 73.7% en Ls de tricostrongilidos. Dicho hongo fue reaislado
de las heces de ovinos, después de la administracion de conidios en microcapsulas o en
forma liquida; lo que se sugiere que esta especie es una alternativa promisoria para el
control de los nematodos en ovejas ya que sobrevive sin proteccidn alguna. En un estudio
posterior, donde se suministré el hongo en dosis de 2x10° conidios/semana se confirmé
la viabilidad del mismo (95,5%) después del paso de tracto gastrointestinal de ovinos. Los
conidios favorecieron la reduccidn de Trichostrongylus colubriformis, reduciendo la tasa
de infeccién de los animales y las formas inmaduras (L4) de H. contortus (Graminha et al.,

2005b).

Mecanismo de accidon nematicida de A. musiformis. Cuticula del nematodo y enzimas

proteoliticas

Los hongos nematéfagos se caracterizan por la capacidad de capturar y utilizar a
los nematodos como fuente de alimento principal o complementario a su existencia
saprofita. Este tipo de hongos depredadores producen estructuras atrapadoras de
nematodos a partir del micelio (asas o anillos adhesivos), con las cuales capturan e
inmovilizan a los nematodos, penetran en el cuerpo y finalmente consumen el contenido
(Waller y Larsen, 1993). La invasion de los hongos nematéfagos involucra el rompimiento

de la capa externa del nematodo, ya sea por medios mecanicos o enzimaticos.

La complejidad de la cuticula sugiere que la penetracidn requiere de la sinergia de
varias enzimas diferentes (Huang et al., 2004). Algunos hongos nematdfagos como A.
oligospora secretan sustancias nematotdxicas que paralizan a los nematodos lo que
permite que sean capturados e invadidos. Entre esos compuestos nematotoxicos estan
las proteinas subtilisinas de la familia de las serina-proteasas (Ahman et al., 2002). En la
primera etapa de la infeccién de nematodos por el hongo nematdéfago, la penetracion de

la superficie (cuticula) es consecuencia de la combinacién de actividad mecanica y enzimas
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hidroliticas; se han detectado fosfatasas alcalinas y acidas en el sitio de contacto entre el
hongo A. oligospora y la cuticula del nematodo P. redivivus, lo que sugiere que en la

invasion a la cuticula estan involucradas estas enzimas hidroliticas (Huang et al., 2004).

Existen ademds enzimas extracelulares que degradan la colagena. Se han descrito
varias proteasas (de la familia de las serina-proteasas), asi como proteasas parecidas a
quimiotripsinas, quitinasas y colagenasas involucradas en la infeccién de los nematodos.
Las serinas proteasas extracelulares pueden destruir la integridad de la cuticula y facilitar
la penetracién y son fundamentales para el desarrollo de las trampas de hongos
nematdfagos. De algunos hongos nematéfagos varias enzimas han sido parcialmente
caracterizadas, pero todavia faltan muchas por conocer (Ahman et al., 2002; Mendoza de

Gives et al., 2003; Yang et al., 2007b).

La especie A. musiformis desarrolla redes tridimensionales con las cuales captura a
los nematodos. Araujo et al., (1997) analizaron enzimas de importancia taxondmica de A.
musiformis y demostraron la presencia de a-esterasa, fumarasa, hexocinasa, isocitrato
deshidrogenasa, leucina aminopeptidasa, malato deshidrogenasa, 6-fosfogluconato
deshidrogenasa, fosfoglucomutasa y fosfoglucoisomerasa. Aln no se han descrito enzimas
secretadas por A. musiformis que participen en la ruptura de la cuticula de los nematodos,
por lo que es conveniente conocer el mecanismo enzimatico que interviene en la accién

nematicida contra larvas 3 de H. contortus.

Este hongo posee redes tridimensionales con las que captura a los nematodos; sin
embargo, se desconoce el mecanismo bioquimico responsable del procesamiento del
nematodo, H. contortus cuya cuticula estd compuesta principalmente por colagena. En el
caso particular el hongo debe tener un mecanismo que le permita degradar esta cuticula y

acceder a los tejidos blandos del nematodo para ser utilizados como nutrientes.

13



Estudios sobre Arthrobotrys musiformis en México

México es uno de los paises con mayor diversidad bioldgica, lo que abre la
posibilidad de que gran parte de los seres vivos que aqui se encuentran puedan ser
aprovechados en beneficio del hombre. Los hongos nematdfagos podrian emplearse para

controlar NGI en rumiantes para disminuir el uso de tratamientos quimicos.

Aln se conocen pocas especies que podrian ser candidatas para el control de los
NGI, en particular de H. contortus, por ello es fundamental realizar estudios en el pais que
permitan identificar A. musiformis y realizar un andlisis en el cual se identifiquen
componentes extracelulares como las proteasas que pudieran tener un impacto potencial

para el control de estas parasitosis.

En Meéxico, A. musiformis se ha identificado en dos regiones (Jiutepec y
Cuernavaca) en el Estado de Morelos (Valero, 2006; Alfaro, 2008) y en el Estado de
Colima. En suelos cultivados con pepino, café y limén (Cruz, 2006). Se reportd la
reduccion del 97% de Lz y del 73.2% de Ls de H. contortus expuestas a A. musiformis
(Alfaro, 2008). A. musiformis fue cultivado en varios medios liquidos sin y con la
incorporacion de nematodos. Posteriormente, se colectd el liquido y se desechd el
micelio. Dicho liquido fue filtrado y se evalud la actividad nematicida contra L; H.
contortus. La presencia de larvas en los medios de cultivo no influyd en la actividad
nematicida, el filtrado de A. musiformis, en ausencia y presencia de nematodos produjo

una mortalidad de 37 y 25% respectivamente (Valero, 2006).

Aun sabemos poco sobre la existencia de este hongo en nuestro pais y sobre su

mecanismo de accidn sobre las larvas 3 de H. contortus.
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JUSTIFICACION

Los nematodos gastrointestinales causan pérdidas econédmicas considerables, el
uso de antihelminticos sintéticos ha sido la estrategia mas empleada para combatirlos; sin
embargo, ha surgido un grave problema a nivel mundial, ya que hay poblaciones de
pardsitos resistentes a los antihelminticos, ademas tienen efectos colaterales en los ovinos
y en la salud de los consumidores, por otra parte causan deterioro del ambiente, por ello

es necesario buscar formas alternativas de control.

Arthrobotrys musiformis es un hongo nematoéfago que crece y ha sido identificado
en diferentes regiones de México, se ha demostrado su capacidad para atrapar larvas de
H. contortus por lo que es considerado como un candidato potencial a ser utilizado como
control bioldgico del nematodo. Por otra parte, existen pocos estudios encaminados a
investigar el mecanismo de accion nematicida del hongo; en dicho proceso la degradacién
de la cuticula del nematodo constituye la primera etapa, por lo que la identificacion y
caracterizacion de la(s) proteasa (s) involucrada(s) permitirdn avanzar en el conocimiento

del mismo.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar, purificar y caracterizar al menos una proteasa extracelular de Arthrobotrys

musiformis con actividad in vitro contra larvas 3 de Haemonchus contortus.

Objetivos especificos

1.- Aislar y cultivar el hongo nematdfago Arthrobotrys musiformis a partir de diferentes

sustratos recolectados en la Republica Mexicana.

2.-Detectar actividad proteolitica extracelular de A. musiformis en medios de cultivo.

3.-Probar la actividad nematicida in vitro de al menos una proteasa extracelular contra

larvas 3 de Haemonchus contortus.

4.-Purificar y caracterizar bioquimicamente al menos una proteasa extracelular de

Arthrobotrys musiformis.

HIPOTESIS GENERAL

Arthrobotrys musiformis secreta al menos una proteasa extracelular involucrada en la
degradacion de la cuticula de los nematodos, por lo que es de esperarse que presente

actividad nematicida in vitro contra larvas 3 de H. contortus.

16



2. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL DE LA OBTENCION, PURIFICACION PARCIAL Y
CARACTERIZACION DE AL MENOS UNA PROTEASA DE Arthrobotrys musiformis.

Recolecta, aislamiento y cultivo de Cria de larvas 3 de Haemonchus
Arthrobotrys musiformis contortus

| /

Determinacion de la capacidad depredadora de A. musiformis contra L, de
H. contortus

1l

Identificacion de actividad proteolitica de A. musiformis en diferentes
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.- Recolecta, cultivo, aislamiento e identificacidon de especies de hongos nematéfagos

de varias regiones de México

3.1.1. Area de estudio.

Para obtener el hongo Arthrobotrys musiformis se recolectd tierra, materia
orgdnica en descomposicion, raices y heces de rumiantes (ovinos y bovinos) y cerdos, de

distintas entidades federativas del pais (Figura 4).

iquilpan, Hidalgo

CEIEGT, Veracruz

) Margaritas,
Guanajuato Puebla

CEIEPASP, Edo. de
México

N
O-<{@>E -
‘V;/ Distrito Federal
INIFAP, Morelos
S

Figura 4. Sitios de recolecta de muestras de tierra, heces y materia en descomposicién.
Mapa tomado de INEGI. http://cuentame.inegi.org.mx/mapas/nacional.aspx?tema=M
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1)

2)

3)

4)

Instalaciones del Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria-Parasitologia
Veterinaria (CENID-PAVET); localizado en la Carretera Federal Cuernavaca-Cuautla,
en el municipio de Jiutepec, Morelos. Jiutepec se ubica entre los paralelos 18° 53' Ny
99° 10' O, a 1,350 msnm. El clima es subtropical caluroso con lluvias en verano, la
temperatura promedio es de 21.2°C, su variante (maxima 31.4°C, minima 10.8°C). Los
meses mas calurosos son abril y mayo y los mas frios diciembre y enero. Los mas
lluviosos son julio y agosto, con aproximadamente 80 dias nublados al ano. La
precipitacion media anual es de 1,021 mm (http://www.municipiojiutepec.gob.mx).
Campo Experimental “Las Margaritas” localizado en el municipio de Hueytamalco,
Puebla. Su posicién geografica es 19° 51’ 03” y 202 12’ 42” N y 97° 12’ 48" y 972 22’
42” O a una altura que oscila entre 250 y 1,700 msnm. Se presenta la transicién de los
climas templados de la Sierra Norte, a los calidos del declive del Golfo. Se identifican
dos climas: semicdlido subhimedo con lluvia todo el afio, predominante se presenta
en la zona Sur del Municipio y el clima cadlido humedo, con abundante lluvia en verano,
se identifica en la zona Norte del Municipio.
(http://www.emexico.gob.mx/work/EMM_1/Puebla/Mpios/21076a.htm).

Centro de Ensefianza, Investigacidn y Extensidon en Produccidon Agro-Silvo-Pastoril
(CEIEPASP-UNAM), se localiza en el Km 68 de la carretera Atizapan-lilotepec, en el
municipio de Chapa de Mota, Edo de México.

Centro de Ensefianza, Investigacion y Extensidn en Ganaderia Tropical (CEIEGT-
UNAM), se localiza a una altura de 151 msnm, se ubica en el Km 5.5 de la Carretera
Federal Martinez de la Torre-Tlapacoyan, municipio de Tlapacoyan, Veracruz. El clima
es calido humedo con una temperatura y precipitacion media anual de 23.4°C y 1840
mm, respectivamente. Este campo estd definido en términos agro ecolégicos dentro
de un bosque sub-tropical siempre verde, localizado en una zona de transicion
climdtica, entre la zona costera sub-himeda (de menor precipitacion) al oeste y la
zona humeda hacia la Sierra Madre Oriental, al este.

(http://www.fmvz.unam.mx/fmvz/centros/ceiegt/localizacion.htm).
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5) Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Auténoma de Sinaloa
(FMVZ-UAS), en el municipio de Culiacan, Sinaloa. Culiacan se encuentra situado entre
los 24° 02'10" y 25° 14'56" N y los 106° 56'50" y 107° 50'15" O a los 300 msnm. El clima
es humedo y caliente en el verano con lluvias, en invierno su temperatura hay escasas
precipitaciones.
(http://www.sinaloa.gob.mx/index.php/municipios/culiacan/informacion-general).

6) Se recolectaron muestras de tierra de corrales de ovinos y heces de ovinos y bovinos
de la localidad de Pozo de Balderas que esta situado en el municipio de San Miguel de
Allende, Guanajuato, a 20°54'51” N, 100°44'39” O a 1990 msnm
(http://mexico.pueblosamerica.com/i/pozo-de-balderas/).

7) El sitio de recolecta realizado en varios corrales con ovinos del municipio de
Ixmiquilpan, localizado en la parte central poniente del estado de Hidalgo, la cabecera
municipal estd situada geograficamente entre los 202 92’ y 202 34’ N y 982 04’ y 98221’
O. (http://ixmiquilpan.hidalgo.gob.mx/index.php?option=content&task=view&id=23).

8) Se recolectaron muestras de tierra y materia organica en la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza ubicada en la Avenida Guelatao No. 66 Col. Ejército de Oriente,
Delegacién lztapalapa, y en las faldas del Ajusco, Dlegacién Tlalpan, en el Distrito
Federal con coordenadas geograficas 18° 53' 32" Ny 19° 20' 02" O con un clima Cw,
templado hamedo con variantes

(www.conabio.gob.mx/conocimiento/regionalizacion/doctos/rtp_108.pdf).

3.1.2. Muestreo de diferentes sustratos para el aislamiento de hongos nematéfagos.

Las muestras consistentes en tierra, raices y heces (de ovinos, bovinos y caprinos)
fueron recolectadas individualmente en bolsas de pldstico estériles, con su identificacién

respectiva. Las muestras se almacenaron a 4°C hasta su procesamiento (Su et al., 2007).
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3.1.3. Aislamiento de Arthrobotrys musifomis.

Para aislar A. musiformis se empleé la técnica de espolvoreado. Se tomd una pizca
de tierra entre los dedos (aproximadamente 1 g) y se espolvoreo sobre cajas Petri que
contenian medio de cultivo agar-agua al 2% y cloramfenicol (500 mg/1 L), el inéculo se
hizo por duplicado (Barron, 1977). A los siete dias se adicionaron L3 de H. contortus y se
incubaron a temperatura ambiente (Wyborn et al., 1969). A los 7, 14 y 28 dias se analizé el
sustrato bajo el microscopio estereoscépico para identificar material fungico como
conidiéforos y nematodos atrapados por anillos o redes atrapadoras. Los conidios se
recolectaron con agujas de diseccion modificadas y se sembraron en cajas de cultivo con

agar-agua para promover la germinacion y desarrollo del micelio.

3.1.4. Identificacion taxondmica de hongos nematéfagos.

Para obtener cultivos puros, libres de contaminantes, se hicieron pases
subsecuentes de conidios a las cajas Petri con agua-agar hasta que el cultivo estuvo libre
de contaminacion con otros hongos. Se trabajé en una campana de flujo laminar bajo
condiciones de esterilidad. La identificacidn de los hongos se realizé empleando las claves

de Cooke y Godfrey (1964) y Van Oorschot (1985).

3.1.5. Mantenimiento del cultivo de larvas infectivas (L3;)de Haemonchus contortus para

el aislamiento de hongos nematéfagos.

Para la obtencidn de larvas de H. contortus, se emplearon muestras fecales de un
borrego previamente infectado con Ls de H. contortus. Las heces se recolectaron y con
ellas se hizo un coprocultivo, se incubé a 27°C durante 10-12 dias. Posteriormente las
larvas se concentraron mediante la técnica de Baermann (Hendrix, 1999) y se lavaron

pasandolas por un gradiente con solucion de sacarosa al 40% y se conservaron a 4°C.
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3.1.6. Determinacidon de la capacidad atrapadora de Arthrobotrys musiformis contra

larvas 3 de Haemonchus contortus.

Las muestras de A. musiformis se sembraron en medio agar-agua en cajas Petri de
60 mm de diametro y se incubaron a temperatura ambiente durante 3 semanas.
Posteriormente, en cada caja se pusieron 100 L3 de H. contortus aproximadamente y se
incubaron por 5 dias. Se realizaron diez repeticiones. Para el grupo control se prepararon

diez cajas con agar-agua sin el hongo sélo con Ls.

En todos los casos, la superficie del agar de las cajas Petri se lavé con agua
destilada y el liquido se colectd en tubos de ensayo, se refrigeraron a 4°C durante 2 horas
para que las larvas migraran al fondo. Se desechd el volumen de los tubos y se ajusté el
volumen a 2.0 mL. Se tomaron diez alicuotas de 20 uLy se cuantificé el nUmero de larvas

mediante el microscopio estereoscdpico.

3.1.6.1 Analisis estadistico.

Se obtuvo el promedio y el porcentaje de larvas atrapadas en las redes y las que
permanecieron libres (Nansen et al., 1988). Se realizé una prueba de normalidad, debido a
que los datos no se ajustaron a la normalidad, se hizo transformacién logaritmica y se
realiz6 la prueba no paramétrica U-Mann-Witney para identificar diferencia de

atrapamiento entre especies (Conover, 1980).
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3.2. Obtencidn de proteasas de Arthrobotrys musiformis

3.2.1. Cultivo de Arthrobotrys musiformis.

El hongo A. musiformis se sembré en diferentes medios para la produccién de
biomasa, para la obtenciéon de las proteasas con efecto nematicida contra Ly de H.

contortus.

a) Se preparé medio liquido de sacarosa (Apéndice 2) en matraces llenos a la mitad
de su capacidad. Un matraz permanecié unicamente con el medio liquido (testigo). A
otros matraces con medio liquido, se les adiciond el contenido de una caja Petri con
hongos de 3 semanas de crecimiento en PDA. Se incubaron a temperatura ambiente en
agitacién constante durante 3 semanas, posteriormente a un matraz se le adicionaron
2500 nematodos/L y se incubaron por una semana mas. Se separd el micelioy se colecto

el liquido para concentrar las proteasas extracelulares (extracto liquido).

b) Se emplearon cajas Petri de 90 mm con medio agar- agua, el hongo se sembro y
se incubaron a temperatura ambiente durante 3 semanas. Posteriormente, a algunas cajas
se les adicionaron aproximadamente 350 Ls; de H. contortus y se incubaron por una
semana mas. La superficie del agar se lavd con PBS y se raspd, todo el material colectado

se centrifugd a 12,000 rpm durante 25 minutos (extracto crudo).

c¢) En cajas Petri con medio papa dextrosa agar (PDA) se sembré A. musiformis y
se incubd a temperatura ambiente durante 3 semanas. La superficie de la caja Petri se
raspd con una espatula, asi, se colectd el micelio, se macerd en mortero con amortiguador
de fosfatos (Tris-HCI 50 mM pH 7.8) con la finalidad de obtener proteasas extra e
intracelulares, el homogeneizado resultante se centrifugd a 12,000 rpm durante 25

minutos y se colecté el sobrenadante (extracto crudo).
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3.2.2. Identificacion de la actividad proteolitica de Arthrobotrys musiformis.

A los tres extractos procedentes de los diferentes medios de cultivo se les saturé
con sulfato de amonio al 85% en baio de hielo para precipitar las proteinas. La solucidén se
centrifugéd a 12000 rpm durante 25 minutos. La proteina precipitada se colecté y se
resuspendid en una cantidad minima de amortiguador, se dializé6 en Tris-HCl toda la

noche a 4°C para eliminar el exceso de sales.
3.2.3. Actividad proteolitica de los cultivos de Arthrobotrys musiformis.

Para detectar la actividad proteolitica en el medio filtrado y durante el proceso de
purificacion, se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida copolimerizado con
gelatina (hidrolizado de la proteina colagena) como sustrato de las proteasas (GS-PAGE)
(Tunlid y Jansson 1991). Brevemente, para GS-PAGE, se prepararon geles de poliacrilamida
al 9% con gelatina al 1%. Las muestras fueron diluidas en un amortiguador semi-
desnaturalizante (Tris-HCl 0.5 M, glicerol 10%, azul de bromofenol 0.25%, SDS 4%) en
proporcion 4:1 (4 de muestra: 1 de amortiguador). Se incubaron a 37°C durante 20 min. La
electroforesis se corriéd en amortiguador Tris-HCI 0.025 M, glicina 0.2 M, SDS 0.1% a 4°C a
15 mA hasta que el frente de la corrida llegd al borde del gel. Después se realizé la tincidn
con Azul de Coomassie R-250 y se destifid con metanol (40%) -acido acético (6%) - agua

(Heussen y Dowdle, 1980; Naggie et al., 1997; Ortiz-Alegria, 2008).
3.2.4. Seleccion del medio de cultivo para la obtencidn de proteasas.

Se seleccioné el medio liquido como fuente de proteasas ya que fue el cultivo en el
gue se registré un crecimiento mas rapido del hongo y se detectd actividad proteolitica en
el gel de gelatina. A. musiformis se sembré en el medio papa dextrosa agar (PDA) en cajas
Petri de 90 mm de diametro, durante 2 semanas a temperatura ambiente. El contenido de
la caja se cortd en cm? y los cuadritos se colocaron en matraces con medio de sacarosa y

se incubaron a temperatura ambiente en agitacién constante durante 2 semanas.
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Posteriormente, se realizd un cultivo masivo del hongo en el medio de sacarosa se incubd
temperatura ambiente y agitaciéon constante durante 14 dias. El medio liquido se filtro, se
separd el micelio y Unicamente se colectdé el liquido para obtener las proteasas

extracelulares (medio filtrado).

3.3. Obtencidn de proteasas de Arthrobotrys musiformis.

3.3.1. Purificacion parcial de proteasas.

El medio filtrado se adsorbid a una columna DEAE Sephacel (30 x 2.5 cm)
previamente equilibrada con amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 8. La proteina adsorbida se
eluyd con un gradiente lineal de NaCl 0-0.3 M. Las fracciones con actividad proteolitica se
concentraron en tubos Amicon—ultra (ultracel 10 kDa) centrifugando a 2,500 x g. El
concentrado se dializé contra sulfato de amonio 1.5M disuelto en amortiguador Tris-HCI
50 mM, pH 8. Posteriormente, la muestra se adsorbid a una columna de Fenil-Sefarosa (5
X 2 cm) previamente equilibrada con el mismo amortiguador con el que se dializé la
muestra. La proteina se eluyd con un gradiente lineal decreciente de Sulfato de amonio
(1.5 M-OM) con Tris-HCl, 50 mM de pH 8. Las fracciones con actividad fueron

concentradas y almacenadas a -10°C (Tunlid et al., 1994).

3.3.2. Actividad proteolitica de las fracciones eluidas.

Para detectar actividad proteolitica en el medio filtrado y en las fracciones
obtenidas de las cromatografias de intercambio idnico y de interaccidn hidrofébica, se
realizé GS-PAGE. Las fracciones con actividad proteolitica se concentraron mediante el
uso de tubos concentradores con membranas de tamafio de poro de 10,000 Da. Se
centrifugaron a 4000 rpm hasta obtener un volumen minimo. Se verificé la actividad

proteolitica con albumina y con GS-PAGE (Tunlid y Jansson 1991; Wang et al., 2006).
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3.3.3. Actividad nematicida del medio filtrado de Arthrobotrys musiformis contra larvas

infectivas de Haemonchus contortus.

Para determinar la actividad nematicida, las Ls se incubaron bajo 4 condiciones
diferentes: 1) medio de cultivo liquido sin hongo (testigo), 2) medio de cultivo filtrado, 3)
fraccion concentrada obtenida de la cromatografia de intercambio idnico, 4) Fraccidon
concentrada obtenida de la cromatografia de interaccidén hidrofdbica. Cada tratamiento
tuvo 10 repeticiones (pozos de placa de ELISA), en cada caso, se colocaron 200 ul de la
fraccion correspondiente y se adicionaron 50 Ls. Las placas fueron incubadas a 25°C

durante 24y 48 h.
3.3.3.1. Analisis estadistico.

A las 0, 24 y 48 horas se realizd el conteo de larvas vivas/muertas y se obtuvo el
porcentaje de mortalidad. Para evaluar los cambios a través del tiempo, el analisis se hizo
por cada tratamiento utilizando la metodologia de los modelos lineales generalizados. La
distribucién de la variable empleada fue la binomial negativa con la liga Logaritmo natural
(Wilson y Grenfell, 1997). Para comparar los tratamientos dentro de cada medicidon se

realizé la prueba no paramétrica Kruskal Wallis (Conover, 1980).

3.3.4. Actividad proteolitica del medio filtrado de Arthrobotrys musiformis.

Ademas de realizar GS-PAGE, como prueba adicional de la presencia de una enzima
con actividad proteolitica en el medio de A. musiformis se realizé la técnica descrita por
Wang et al., (2006) con modificaciones, empleando soluciones de gelatina y de albumina
como sustrato. Se realizaron cursos temporales para determinar la formacion del
producto de la hidrdlisis de una proteina a distintos tiempos, conforme el tiempo se
incrementd, la absorbancia se incrementd, lo que indica que hubo mayor cantidad de
sustrato hidrolizado. Para ello, se prepararon tubos conteniendo una solucién de gelatina

o albumina de suero bovino (BSA) preparada en Tris-HCl 50mM, pH 8.0, a 200 uL de la
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solucion correspondiente se le adicionaron 50 uL del extracto (con actividad proteolitica) y
la mezcla se detuvo por la adiciéon de acido tricloroacético (TCA) para tener una
concentracion final del 5%. El precipitado formado se descarté por centrifugacion a 14,000
rom durante 5 min. Del sobrenadante obtenido se tomaron 250 pL que se mezclaron con
2.5mL de Na,C0O3 0.55 M y 200 pL de reactivo folin—fenol (2N) y la mezcla se incubd a 30°C

durante 15 min. Se determind la absorbancia a 680 nm.

Para cada etapa del proceso de purificacién se obtuvo el porcentaje de actividad
proteolitica, considerando al medio filtrado como el 100%. También se obtuvieron las
unidades proteoliticas (UP) mediante el incremente en la absorbancia Aggo uL/h (Tunlid et

al., 1994).

3.3.5. Determinacidn de proteinas.

La determinacion de proteinas se realizé mediante el método de Bradford. Para
hacer la curva patrdn, en tubos de ensayo se colocaron 0, 20, 40, 60, 80 y 100 uL de una
solucion madre de albumina de suero bovino (BSA) a una concentracion de 1 mg/1 mL, y
se ajusto el volumen de 100 pL con agua destilada. Posteriormente, se adicionaron 5.0 mL
de reactivo Bradford y se realizé la lectura de absorbancia a 595 nm. Se tomaron 20 y 50
uL de las muestras, se ajusté el volumen de 100 uL con agua destilada, se le adicionaron
5.0 mL de reactivo Bradford y se realizé la lectura espectrofotométrica a 595 nm. El valor
obtenido se interpold a la curva y se obtuvo la concentracién de proteina (Bradford,

1976).
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3.4. Caracterizacion de la proteasa extracelular de Arthobotrys musiformis.

3.4.1. Actividad proteolitica en diferentes sustratos y concentraciones.

Para evaluar la afinidad de la enzima por el sustrato, se utilizaron concentraciones
crecientes de albumina (50, 100, 250, 500, 750, 1000, 1500 y 2000 uM). Los ensayos se
realizaron por triplicado y a partir de la pendiente inicial de un grafico de absorbancia
contra tiempo, se obtuvo la velocidad inicial a la concentracidon correspondiente. Los
pardmetros cinéticos: V., (valor maximo al que tiende la curva experimental) y Ky
(concentracién de sustrato a la cual la velocidad de la reaccién es la mitad de la V,,) se
obtuvieron por ajuste de los datos experimentales de la ecuacién de Michaelis-Menten
utilizando la regresion no lineal. Debido a que la coldgena utilizada como sustrato
alternativo esta constituida por un hidrolizado de la misma, con fragmentos de peso

molecular variable, no fue posible evaluar la afinidad de la proteasa por dicha proteina.

3.4.2. Determinacion de temperatura de la actividad proteolitica de Arthrobotrys

musiformis.

Para determinar la temperatura 6ptima de la fraccién enriquecida con actividad
proteolitica, se utilizé la técnica descrita anteriormente usando como sustrato albumina a
una concentracion de 500 uM, para ello las mezclas de reaccién fueron incubadas a
diferentes temperaturas (4, 10, 25, 37, 50 y 60°C) durante 4, 24 y 48 h, posteriormente, se

midié la absorbancia a 680 nm.

3.4.3. Determinacion del pH de la actividad proteolitica de Arthrobotrys musiformis.

Para determinar el pH 6éptimo de la actividad proteolitica de la fraccion
concentrada, se empled albumina a una concentracién de 500 uM y amortiguadores con

distinto pK,, abarcando un rango de pH que va de 3 a 10 (acido acético 100 MM pH 3,4y
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5; Tris-HCI 100 mM pH 6, 7 y 8; glicina 100 mM pH 9y 10) con incubaciones de 4, 24 y 48

horas. Cada ensayo se realizo por triplicado.

3.4.4. Efecto de inhibidores en la actividad proteolitica de Arthrobotrys musiformis.

Para analizar el efecto de diferentes inhibidores de proteasas sobre la actividad de la
fraccién concentrada, se utilizaron los inhibidores: fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF)
especifico de proteasas dependientes de serinas y el acido etilen-amino-tetra-acético
(EDTA) inhibidor utilizado para identificar metaloproteasas. Ambos fueron empledos a
una concentracion final de 10 mM. Se utilizé BSA como sustrato, las mezclas de reaccion
se incubaron en presencia del inhibidor correspondiente a 37°C durante 4, 24 y 48 hy la
actividad proteolitica se analizé como se describiéd anteriormente. Al GS-PAGE se le
adicionaron los inhibidores: PMSF (inhibidor especifico de proteasas dependientes de
serina), el quelante EDTA y el inhibidor E-64 (inhibidor especifico de proteasas

dependientes de cisteina).
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4. RESULTADOS

4.1. Recolecta, cultivo, aislamiento e identificacion de hongos nematoéfagos.

Se analizaron 259 muestras de nueve estados de la Republica Mexicana. El nimero
de muestras por region fue desde 10 hasta 47. El hongo A. musiformis se identificé en
siete de 259 (2.7%) de las muestras procedentes de los estados de Puebla (6/47 lo que
corresponde al 13%) y Veracruz (1/33, es decir el 3%) en las muestras procedentes de los

estados de Puebla y Veracruz (Cuadro 1, Figura 5).

Cuadro 1. Arthrobotrys musiformis identificado en muestras recolectadas en distintas los
estados de Puebla y Veracruz, México.

Entidad Muestras Porcentaje Muestra
Federativa positivas/ Total %
de muestras

Morelos 0/10

Puebla 6/47 13 Tierra de jardin y de macetas
de cafetal, naranjo y menta.

Veracruz 1/33 3 Materia en descomposicion de
jardin.

Estado de México 0/55

Sinaloa 0/34

Distrito Federal 0/40

Guanajuato 0/25

Hidalgo 0/15

Total 7/259 2.7
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Figura 5. Microfotografias de Artrobotrys musiformis (40X) que muestran conidios,
clamidospora y un anillo. Microscopia de luz.

4.1.2. Determinacion de la capacidad atrapadora de Arthrobotrys musiformis.

Ademas de A. musiformis se identificaron otras especies (Apéndice 1) con
capacidad depredadora contra Ls; de H. contortus. Se obtuvieron diferente porcentaje de
atrapamiento de L3 de H. contortus cuando se incubaron con las cinco especies del hongo.
A. musiformis capturd el 44 % de las L3 de H. contortus (Figura 6). Hubo diferencia
estadistica en el atrapamiento entre especies de Arthrobotrys con respecto al testigo

(P<0.05).
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Figura 6. Porcentaje de atrapamiento de distintas especies de hongos nematéfagos
después de cinco dias de incubacién con L3 de Haemonchus contortus. 1: Testigo, 2:
Arthrobotrys brochophaga, 3: Microsporium gephyropagum; 4: Arthrobotrys musiformis;
5: Arthrobotrys kirghizica; 6: Arthrobotrys oligospora; 7: Arthrobotrys conoides.

4.2. Identificacion de actividad proteolitica en cultivos de Arthrobotrys musiformis.

4.2.1. Actividad proteolitica de A. musiformis en distintos medios de cultivo.

En todos los medios (sélidos y liquido) donde se cultivé A. musiformis, sin y con
nematodos, se registré actividad proteolitica con gelatina como se evidencié en las GS-

PAGE (Figura 7).
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Figura 7. Fotografias que muestran la actividad proteolitica de Arthrobotrys musiformis
crecido en A: medio liquido. B: medio agar-agua. C: medio papa dextrosa agar, a
temperatura ambiente, en ausencia (s/n) o en presencia de nematodos (c/n). La corrida se
detuvo hasta que el frente llegdé al borde del gel. Las zonas claras en cada gel indican
actividad proteolitica (protedlisis de la gelatina).

4.2.2. Seleccion del medio de cultivo para la obtencion de proteasas producidas por

Arthrobotrys musiformis.

Para obtener las proteasas extracelulares de A. musiformis, se selecciond el medio
de cultivo liquido sin la incorporacidn de larvas, ya que bajo estas condiciones, se registro
actividad proteolitica en el gel de gelatina y se logré obtener mayor cantidad de proteasa,

lo que permitié hacer los ensayos subsecuentes.

4.2.3. Actividad nematicida de Arthrobotrys musiformis contra Haemonchus contortus.

Las L3 de H. contortus que se mantuvieron en el medio de cultivo liquido en
ausencia de A. musiformis mostraron movimientos ondulatorios rdpidos. Las L3 que
fueron expuestas al medio filtrado donde el hongo crecid, permanecieron inméviles y con

el cuerpo rigido, inclusive al exponerlos a estimulos como luz y calor (Figura 8).
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Figura 8. Microfotografias que muestran larvas (Ls) de Haemonchus contortus expuestos a
A: medio liquido sin hongo. B: medio filtrado. Microscopia de luz.

En el medio de cultivo filtrado se registré una mortalidad del 38% de las L3 a las 48
h, lo cual sugiere que el hongo secretd productos en el medio de cultivo que causaron la
muerte de las Ly de H. contortus. Este efecto fue mayor al exponer a las L3 a las fracciones
concentradas con actividad proteolitica provenientes de la cromatografia de intercambio
i6nico y de interaccion hidrofdbica, con un 85 y 77% de mortalidad a las 48 h con
diferencia con respecto al testigo y al medio filtrado (Cuadro 2, Figura 9). Un efecto
tiempo-dependiente en las fracciones obtenidas de las cromatografias fue observado,
mostrando una clara diferencia proteolitica entre el tiempo 0 y el tiempo 48 (P<0.05);
ademas de la diferencia nematicida en las diferentes fracciones, se registré un efecto del
tiempo-tratamiento, entre el testigo y las fracciones concentradas provenientes de las

columnas de intercambio idnico y de interaccion hidrofdbica a las 48 h (P=0.002).
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Figura 9. Mortalidad de larvas (L;) de Haemonchus contortus expuestas a distintos
tratamientos: Testigo; MF: medio liquido filtrado antes de pasar por la columna. Il
fraccién concentrada obtenida de la cromatografia de intercambio idnico. IH: fraccién
concentrada obtenida de la cromatografia de interaccién hidrofébica. Hubo diferencia
estadistica (P=0.002) entre el niumero de larvas muertas en el testigo con los demas
tratamientos a las 24 y 48 h.

La actividad nematicida se identific6 en el medio filtrado y en las fracciones

obtenidas a través del proceso de purificacién (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Actividad nematicida medida a través de las medias marginales de los
productos extracelulares del cultivo en medio liquido de Artrhobotrys musiformis.

Tratamiento 24h % 48h %
Medio sin hongo (testigo) 0.09+0.0182 13 0.17+0.19° 22
Medio filtrado 0.17+0.04° 16 0.34+0.035° 38
Fraccién concentrada de

cromatografia de intercambio 0.32+.058° 42 0.78+0.063" 85
idnico

Fraccién concentrada de

cromatografia de interaccion 0.310.8b 31 0.6810.1b'° 77

hidrofdbica
Literales distintas dentro de columnas indican diferencias estadisticas significativas
P<0.002.

4.2.4. Actividad proteolitica del medio de cultivo filtrado de Arthrobotrys musiformis

La actividad proteolitica fue identificada en el medio de cultivo filtrado, debido a
las proteasas extracelulares que el hongo secretd, y se registré en los subsecuentes pasos
cromatograficos. El enriquecimiento de actividad proteolitica en estas fracciones sugirié la
presencia de proteasas secretadas por el hongo aun cuando crecid en ausencia de
nematodos. Se comprobd la presencia de proteasas en las distintas etapas de purificacidon

(figura 10); se incluyé el medio liquido sin hongo como testigo.

En el medio liquido filtrado y en las purificaciones subsecuentes se registrd
actividad proteolitica con BSA. En el medio de cultivo sin hongo (testigo) no hubo
actividad proteolitica, mientras que en el medio liquido filtrado la actividad fue baja y en
la fraccion concentrada de la cromatografia de interaccién hidrofébica se registré la

actividad mas elevada (Cuadro 3).
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Figura 10. Actividad proteolitica de Arthrobotrys musiformis cultivado en medio liquido. T:
testigo (medio sin hongo). MF: medio filtrado. Il: fraccidn concentrada de la cromatografia

de intercambio idnico. 1-4: fracciones colectadas de la cromatografia de interaccion
hidrofdbica.

Cuadro 3. Actividad proteolitica de los productos extracelulares de Arthrobotrys
musiformis registrada a las 72 h.

. Unidad
, Actividad "
e Proteina L Proteolitica (UP)
Proceso de purificacion total proteolitica con (AA ThT) x
HE albtmina (%) 680 ML
10
Medio sin hongo (testigo) 0 0 0
Medio filtrado 1440 100 0.019
Fracuor,\ conc.entrada d(.e I?’ . 9.9 44 341
cromatografia de intercambio iénico
Fraccion concentrada de la
cromatografia de interaccion 14.4 78 3.51

hidrofdbica
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4.3. Caracterizacion de la proteasa extracelular de Arthobotrys musiformis.

4.3.1. Identificacion de sustratos.

Se identific actividad proteolitica en el medio filtrado, lo que sugirid la presencia
de proteasas extracelulares que el hongo secreto alun en ausencia de nematodos como se
demostré anteriormente. Las fracciones concentradas tuvieron actividad proteolitica. Para
caracterizar la actividad proteolitica se realizaron ensayos enzimaticos en solucién
utilizando BSA y gelatina como sustrato, con esta ultima, se registrd actividad en un
periodo de tiempo mas corto. La figura 11 muestra los cursos temporales obtenidos con

albumina 200 uM (A) o gelatina al 1% (B).
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Figura 11. Cursos temporales de la actividad proteolitica de la fraccion eluida de la
cromatografia de interaccién hidrofébica del cultivo de Arthobotrys musiformis en medio
liquido. A: Albumina (200 uM). B: Gelatina (1%).
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4.3.2. Actividad proteolitica en diferentes concentraciones de sustrato.

Como previamente se menciond, la naturaleza de la gelatina impidié que pudiera
ser utilizada como sustrato para caracterizar la actividad proteolitica, por lo que los
experimentos descritos a continuaciéon fueron realizados con albumina bovina como

sustrato.

A partir de las velocidades iniciales obtenidas de los cursos temporales a diferentes
concentraciones de albumina, se evalud la actividad de la proteasa extracelular por dicho
sustrato. El ajuste de los datos a la ecuacion de velocidad de Michaelis-Menten reveld una
constante de afinidad en el rango de 100 + 34 uM, el resultado del ajuste fue satisfactorio
(r=0.88). Después de la columna hidrofébica se obtuvo la velocidad de la curvas de las

graficas de cada concentracidn, se hicieron tres repeticiones por triplicado (Figura 12).
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Figura 12. Cinética de saturacion de la proteasa extracelular de Arthrobotrys musiformis
con albumina bovina como sustrato. Cada punto representa el promedio de tres
experimentos. La linea continua muestra el ajuste obtenido mediante regresién no lineal a
la ecuacidn de Michaelis-Menten.
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4.3.3. Actividad proteolitica de Arthrobotrys musiformis en distintas temperaturas.

La actividad proteolitica mas alta se registré a 372C en los distintos tiempos (Figura

13).
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Figura 13. Actividad proteolitica de Arthobotrys musiformis después de dos
cromatografias (columna de intercambio idnico e hidrofébica) empleando albimina de
suero bovino como sustrato (500 uM) en diferentes temperaturas. Cada punto es
resultado de tres repeticiones por triplicado.
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4.3.4. Actividad proteolitica de Arthrobotrys musiformis en pH distinto.

La actividad proteolitica tuvo dos picos, en pH 5 y en pH 8, lo que puede sugerir
que probablemente haya dos proteasas que intervienen en pH distinto. La actividad fue

mas elevada en pH 8, por encima o por debajo de este pH, la actividad disminuyd (Figura

14).
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Figura 14. Actividad proteolitica de Arthrobotrys musiformis después de dos
cromatografias (columna de intercambio idnico e hidrofébica) empleando albumina de
suero bovino como sustrato (500 uM) en diferente pH a 37°C. Cada punto es resultado de
tres repeticiones por triplicado.
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4.3.4 Efecto de inhibidores en la actividad proteolitica de Arthrobotrys musiformis.

Se emplearon los inhibidores PMSF, E-64 y el quelante EDTA. La actividad
disminuyd, con PMSF en un 6% y en 100% a las 4 y 24 horas, respectivamente, en
comparacion con la muestra que no tuvo inhibidor. Con el EDTA se registré un incremento
de actividad del 6% a las 4 horas, pero la actividad proteolitica se mantuvo sin cambio a
las 24 horas. En el GS-PAGE se observé que no hubo degradacién de gelatina en la

muestra que contenia PMSF (Figura 15).

E-64 EDTA

Figura 15. Actividad proteolitica de Arthobotrys musiformis cultivado en medio liquido en
presencia de inhibidores. FC: fraccion eluida y concentrada sin inhibidores. PMSF (Fenil-
metil-sulfonil-fluoruro) especifico de serinas proteasas. E-64, especifico de cisteina
proteasas. EDTA (acido etilaminotetraacético) para identificar metaloproteasas.
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5. DISCUSION

En afios recientes se han identificado cepas de nematodos gastrointestinales,
como H. contortus, resistentes a los antihelminticos disponibles. Por ello, es necesario
recurrir a otras alternativas, como el control biolégico con hongos nematdéfagos. Asi
mismo es fundamental estudiar e identificar las sustancias que son capaces de causar la
muerte de los nematodos. A. musiformis es un hongo nematéfago, poco estudiado, con la
capacidad de sobrevivir al paso del tracto digestivo de ovinos y bovinos manteniendo sus
capacidades atrapadoras, es decir, conserva su viabilidad después de cultivarlo in vitro

(Valero, 2006; Alfaro, 2008; Graminha et al., 2005a; Soto-Barrientos et al., 2011).

La especie A. musiformis ha sido identificada en Alemania, Escocia, China, Brasil y
Costa Rica (Graminha et al., 2005a; Saxena, 2008; Soto-Barrientos et al., 2011). En México
es la primera vez que se obtiene en muestras recolectadas de los estados de Puebla y
Veracruz. Otros estudios lo han detectado en Morelos y Colima (Cruz, 2006; Valero, 2006;
Alfaro, 2008). En este estudio la especie mas frecuente fue A. oligospora, seguida de A.
musiformis. Su et al., (2007) y Soto-Barrientos et al., (2011) también reportaron que la

especie A. oligospora es mas frecuente que A. musiformis

En este trabajo, se recolectaron muestras positivas a A. musiformis procedentes de
tierra de jardin en materia en descomposicién, bajo plantas ornamentales o aromaticas.
No se identificaron hongos nematdfagos en las muestras de heces de ovinos, caprinos,
bovinos y cerdos, probablemente debido a que fueron animales confinados a corrales.
Larsen et al., (2006) registraron un escaso numero de hongos a partir de heces de

rumiantes.

El porcentaje de atrapamiento de A. musiformis recolectado de Puebla fue del
44%, mientras que Alfaro (2008) reporté el 97% de atrapamiento muestras recolectadas

en Morelos. Graminha et al., (2005a) obtuvieron el 73.7% de atrapamiento en muestras
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recolectadas en Brasil. Estas diferencias en el porcentaje de atrapamiento pueden deberse
a varias razones: las diferentes condiciones ambientales de donde se obtuvieron las
muestras, lugar en donde se realizo el experimetal (diferente al sitio donde se obtuvo el
hongo), variabilidad genética de la especie de hongo, medios de cultivo utilizados para el

crecimiento del hongo o variabilidad en la especie de H. contortus.

Se obtuvo un buen crecimiento de A. musiformis en PDA y fue lento en medio agar-
agua; por tal motivo, el cultivo del hongo fue en el medio PDA, situacién similar a la
sefialada por Valero (2006) y Soto-Barrientos et al., (2011) quienes tuvieron buen

crecimiento del hongo en el medio PDA.

Hasta el momento, se dispone de poca informacién sobre el cultivo y produccion
de A. musiformis y sus productos extracelulares. Valero (2006) realizé cultivos de A.
musiformis en medio liquido Czapek-Dox, con un intervalo de tiempo superior a las tres
semanas y a baja escala. En el presente trabajo: a) se logré el crecimiento del hongo en un
medio casero, a base de sacarosa, que resultd mas accesible, b) el tiempo de incubacién
fue de sélo 2 semanas, tiempo suficiente para que en el medio se detectaran sustancias
nematicidas que causaron la muerte de las larvas, c) se demostrd que el cultivo de A.
musiformis en el medio liquido (enriquecido) con la adicién de nematodos no presentd
diferencia en la mortalidad contra las larvas, a diferencia del medio que no tuvo
nematodos, y d) se registrd la produccidon y excrecion de proteasas en ausencia de

nematodos.

Valero (2006), cultivé A. musiformis en medio de cultivo con levadura y obtuvo el
24% de mortalidad de L; de H. contortus a las 72 horas, y cuando utilizé el medio Czapek la
mortalidad fue cercana al 17%. En el presente estudio, se obtuvo el 38% de mortalidad de
L; de H. contortus expuestas al medio liquido filtrado de A. musiformis a las 48 horas.
Estas diferencias pueden deberse a que en este estudio, el cultivo se realiz6 a mayor

escala y probablemente fue mayor la cantidad de productos nematicidas extracelulares.
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Se considera importante el proceso de purificacién de los componentes a través de
las columnas de intercambio idnico e hidrofébica, porque se incrementé el porcentaje de

mortalidad (85%).

A. musiformis cultivado en medio liquido produjo productos extracelulares
nematicidas que causaron la muerte de L3 de H. contortus. Los resultados de los geles
copolimerizados con gelatina evidenciaron la presencia de proteasas en todos los medios
de cultivo probados, tanto en los medios en los que se incorporaron nematodos como en

los que no lo tuvieron.

Conforme se realizd el proceso de purificaciéon, aumentd el porcentaje de
mortalidad de Ls;, lo que indicé que se seleccionaron y concentraron sustancias
nematicidas. La actividad proteolitica fue mayor en la gelatina que en la albumina. La
explicacion mas factible es que la proteasa es mas afin a la colagena que a la albimina, ya
qgue la colagena se asemeja mas a la colagena de la cuticula de los nematodos. Por otro
lado, en el medio filtrado se registré actividad mas alta en la albumina; probablemente
en el medio existen mayor cantidad de proteasas no especificas y a medida que pasan por

las cromatografias, se purifican, por tanto son mas puras pero menos especificas.

Las proteasas son productos del metabolismo que el hongo produce; cabe
mencionar que Persson y Friman (1993) indicaron que los productos extracelulares
dependian del sustrato en que el hongo crecié. En el presente trabajo, se comprobd que
no es necesaria la presencia de nematodos para que los hongos secreten proteasas
extracelulares, ya que en el medio filtrado de A. musiformis hay proteasas que pueden
degradar gelatina y por lo tanto podria tratarse de las mismas o algunas muy similares que
actuan sobre la cuticula de las larvas. De manera similar a como Mendoza et al., (2003), lo
registraron, se observd que hay secrecion de proteasas independientente de la presencia

0 ausencia de nematodos.
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Ademas en este trabajo, el hongo A. musiformis fue sembrado en un medio de
cultivo constituido principalmente por sacarosa libre de proteina, con esto, se logré la
produccién de proteasas en un medio mas econdmico. En otros estudios para la obtencién
de proteasas el hongo se cultivd en medio con algunas proteina que actian como

inductores de la produccidn de proteasas (Zhao et al., 2004; Wang et al., 2006).

Hasta el momento, se han identificado proteasas de A. oligospora, A. conoides y
Duddingtonia flagrans (hongos nematdfagos) con actividad proteolitica contra la cuticula
de los nematodos; sin embargo, no se han identificado proteasas de A. musiformis.

(Tunlid y Jansson, 1991; Yang et al., 2007a; Braga et al., 2011).

Este estudio es pionero en la identificacion de proteasas de A. musiformis. Se
encontrd que la actividad proteolitica fue mayor en pH 8/37°C. Debido a que el PMSF
inhibid la actividad proteolitica, dicha situacién, sugiere que se trata de una proteasa
dependiente de serinas. Dicha proteasa, tiene caracteristicas similares a las identificadas
en otros hongos nematdéfagos (Tunlid et al., 1994; Zhao et al., 2004; Wang et al., 2006;
Yang et al., 2007a; Yang et al., 2007b) debido a que son especies muy relacionadas

filogenéticamente (Yang et al., 2012).

Por otra parte, se observé que ademas de gelatina las proteasas tuvieron actividad
en la albumina, a 37°C esta actividad permanecié hasta por 72 horas. Después de que la
proteasa de A. musiformis fue almacenada a 4°C/60 dias conservé la actividad proteolitica,
lo cual difiere de lo reportado por Tunlid et al., (1994) que mencionaron que la proteasa
obtenida de A. oligospora tiene un periodo de vida corto por lo que estas proteasas no

son tan labiles como las de otras especies que tienden a la autodegradacion.

Se han realizado estudios con proteasas obtenidas de hongos nematdfagos para
evaluar su uso potencial como medio de control de nematodos parasitos, principalmente
de A. oligospora; sin embargo, sélo se han realizado pruebas con nematodos de vida libre,

como Caenorhabditis o Panagrellus cuya caracteristica es que toda su vida se alimentan
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por via oral, por tal razén, las proteasas administradas pueden ingresar al cuerpo del
nematodo por los orificios naturales. En contraste, las L; de H. contortus poseen una vaina
gue cubre todo el cuerpo, por tanto, no pueden alimentarse, asi que las proteasas
extracelulares secretadas por el hongo intervienen en el dafio a la cuticula en esta fase de
vida libre; la proteasa de A. musiformis obtenida en este trabajo puede ser parte de la
accion nematicida que el hongo produce para alimentarse de las larvas por lo que podria
ser posible su empleo como control bioldgico. Por otra parte, Soto-Barrientos et al., (2011)
mencionaron los productos extracelulares que A. musiformis secreta, podrian ser un
factor que evita la sobrevivencia de las larvas 4 de H. contortus y de adultos del género

Trichostrongylus.

En este estudio, se logré identificar, aislar y cultivar al hongo A. musiformis que
tiene capacidad nematéfaga contra Haemonchus contortus, asi mismo, se registrd la
presencia de al menos una proteasa extracelular de este hongo, se logrd purificar
parcialmente la misma y se identificaron sus caracteristicas bioquimicas generales.

Con estas investigaciones, se pretende llegar a la purificacidn y caracterizacion de
las proteasas producidas por A. musiformis para la comprensidon del mecanismo de accién
contra las L3 de nematodos gastrointestinales, en particular contra H. contortus. Se
demostré que la produccién de proteasas es un mecanismo natural de los hongos, no
depende de la presencia de nematodos; sin embargo, no es el Unico mecanismo que
tienen los hongos para causar la muerte de las larvas, hay otras sustancias nematicidas,
como metabolitos secundarios que pueden actuar sinérgicamente por lo que debe
ahondarse en la investigacidon de los mismos para que con otros mecanismos se actue de
forma integral y ofrezca alternativas de control que sean lo menos agresivos contra la

salud animal, humana y ambiental.
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6. CONCLUSIONES
Arthrobotrys musiformis se encuentra en regiones calidas de Puebla y Veracruz.

A. musiformis excreta una proteasa extracelular con actividad proteolitica (gelatina) aun

en ausencia de nematodos.

El medio liquido filtrado donde crecié A. musiformis causé la muerte de larvas 3 de H.

contortus in vitro.
A. musiformis contiene proteasas con actividad con albumina y gelatina.

Se caracterizé bioquimicamente la actividad proteolitica de A. musiformis en el que se

identificé mejor actividad en pH 8/37°C.

La inhibicién de la actividad proteolitica por PMSF sugiere que podria tratarse de una

proteasa dependiente de serinas.
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APENDICE 1

De las 259 muestras recolectadas en varias entidades de México, 29 (11.2%)

resultaron positivas a hongos nematoéfagos pertenecientes a seis especies diferentes de A.

musiformis (Cuiadro 4, Figuras 15-20).

Cuadro 4. Especies de hongos nematdfagos aislados en distintas entidades federativas de

México.
Entidad Muestras positivas/ Especies Muestra
federativa Total de muestras
Morelos 1/10 Arthrobotrys  oligospora Heces de bovino recolectadas
(Figura 16). de jardin.
Puebla 6/47 A. musiformis (Figura 2). Tierra de jardin y de macetas
de cafetal, de naranjo y menta.
Veracruz 6/33 A. oligospora Tierra de jardin y materia en
descomposicion.
A. musiformis Materia en descomposicion de
jardin.
A. kirghizica (Figura 17). Heces de ovino recolectada del
suelo.
Monacrosporium sp. Tierra de jardin.
Estado de 0/55
México
Sinaloa 2/34 Arthrobotrys sp., Tierra de corral con heces de
bovinos.
A. brochopaga. (Figura
18).
Distrito 9/40 A. oligospora Tierra de jardin, tierra de
Federal cancha de fatbol, composta.
Monacrosporium Tierra de jardin.
gephyropagum (Figura
19).
A. superba (Figura 20). Tierra de jardin.
A. conoides (Figura 21). Tierra de cancha de futbol.
Guanajuato 4/25 No identificadas por la
presencia de acaros.
Hidalgo. 1/15 A. oligospora Tierra de jardin.
Total 29/259 (11.2%) 7 especies diferentes
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Figura 16. Arthobotrys oligospora. A: conidios (40X). B. Larva 3 de Haemonchus contortus
atrapada (40X). Microscopia de luz.

Figura 17. Arthrobotrys kirghizica. A: conidios (40X). B. Red tridimensional (10x).
Microscopia de luz.
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Figura 18. Arthrobotrys brochopaga A: conidios, anillos constrictores (10X). B. Larva 3 de
Haemonchus contortus (40X). Microscopia de luz.

Figura 19. Monacrosporium gephyropagum A: conidios (40X). B: Red escaleriforme (40X).
Microscopia de luz.
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Figura 21. Arthrobotrys conoides A: conidios (40X). B. Larva 3 de Haemonchus contortus
(10X). Microscopia de luz.
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Todas las especies tuvieron efecto depredador contra las L3 de H. contortus. Las
especies A. conoides, M. gephyropagum y A. musiformis capturaron 94, 83 y 44 % de las
L; de H. contortus respectivamente. Hubo diferencia estadistica en el atrapamiento entre
especies (P<0.05). Todas las especies fueron diferentes del testigo, no hubo diferencia
estadistica entre A. oligospora, A. kirghizica, A. brochopaga y A. musiformis, pero A.
conoides y M. gephyropagum difirieron estadisticamente de todas las demds especies

(P<0.05) con el 94 y 83% de atrapamiento respectivamente.

Las especies aisladas e identificadas de diferentes sitios de colecta fueron
criopreservados en agua: glicerol y mantenidas a -180°C en el laboratorio de

Helmintologia del CENID-PAVET.

A. oligospora fue la especie mas frecuente, lo cual concuerda con Su et al., (2007)
quienes registraron en mayor cantidad a A. oligospora y A. musiformis. El hongo A.
conoides se registré en una localidad cercana al Ajusco, tal como la registraron Lappe y
Ulloa (1982) quienes ya la habian identificado en sitios cercanos por lo que podria
pensarse que esta es la zona de distribucidon de este hongo. A. superba tiene un registro
previo en Morelos (Llerandi-Juarez y Mendoza-de Gives, 1998), pero es el primer registro
gue se hace de esta especie en el Distrito Federal. Es importante mencionar que en el
presente estudio se hace el primer registro de A. kirghizica y Monacrosporium

gephyropagum en el pais.

Todas las especies identificadas tuvieron efecto depredador contra larvas
infectivas de H. contortus por lo que pueden ser potencialmente efectivos contra los

nematodos gastrointestinales de rumiantes.

En comparacion con otros paises, en Alemania, de 30 muestras colectadas en
suelos de Berlin, se aislaron 9 especies de Arthrobotrys, 2 especies de Monacrosporium, 1
especie de Duddingtonia y 3 no fueron identificadas, el nimero elevado de aislamiento de

hongos nematodfagos puede deberse a la técnica de fluorescencia que emplearon (Saxena
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y Lysek, 1993). A. conoides, A. musiformis, A. oligospora y A. superba se han identificado
en Alemania, Escocia y en este estudio, ademas de que manera similar se registraron A.

gephyropaga, A. kirghizica, y Drechslerella brochopaga (Saxena, 2008).

Kelly et al., 2009 en 120 muestras de pasturas irlandesas colectaron 12 hongos
nematdéfagos de los cuales Monacrosporium cionopaga, Duddingtonia flagrans vy
Drescheller coniospora fueron detectados en muestras fecales frescas, como contraste, de
los resultados obtenidos en este presente estudio. Unicamente cuatro muestras positivas
de las especies A. oligospora y A. brochopaga fueron colectadas de heces de bovinoy A.
kirghizica fue aislado de heces de ovinos; sin embargo, cabe mencionar que las muestras
fueron colectadas de la tierra, por lo que la presencia de hongos sobre las heces pudo
haber sido una contaminacién secundaria y no precisamente que hayan estado en las

mismas y por tanto haber atravesado el tracto digestivo de los animales.
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APENDICE 2

Medios de cultivo

Medios solidos

*Agar agua

20 g de agar bacteriolégico en 1 L de agua, 0.5mg de cloranfenicol, se disuelven el 1 L de agua

destilada, se colocan en autoclave a 121°C/15 min/20 Ib.

*Papa dextrosa agar (PDA)

39 g de agar bacteriolégico en 1 L de agua, 0.5mg de cloranfenicol, se disuelven el 1 L de agua

destilada, se colocan en autoclave a 121°C/15 min/20 Ib.

Medio liquido

Sacarosa 30 g/L, KCl 0.5 g/L, KH,PO,4 1 g/L, MgS047H,0 0.5 g/L, cloramfenicol 0.5
g/Len 1L de agua destilada en matraces llenos a la mitad de su capacidad se colocaron en

autoclave /121°C/15 min/ 20 Ib.
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Geles para electroforesis

Gel SDS 9%

Reactivos

Gel separador mL  Gel concentrador mL

Acrilamida (30 g%) y bisacrilamida (1 g%)
en agua destilada

Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8

SDS 20%

Persulfato de amonio 100 mg/mL en
agua destilada

TEMED

Agua destilada

Volumen total

2.70 0.67
2.25 1.125
0.45 0.225
0.05 0.050
0.010 0.005
3.6 2.42
9.6 4.495

Amortiguador para las muestras, solucién desnaturalizante 400%:

Reactivos pL
Glicerol 15% 172
Tris-HCI 1.5 M pH 6.7 100
Mercaptoetanol 3% 30
Azul de bromofenol 0.25%

SDS 20% 250
Agua 440

Amortiguador de corrida
Glicina 0.2 M

Tris-HCI 0.025 M

SDS 0.1%

Se disuelven en agua destilada y se ajusta a pH 8.
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Gel copolimerizado con gelatina

El gel se prepard haciendo modificaciones de la técnica de Heussen y Dowdle (1980).

Reactivos

Gel separador mL

Gel concentrador mL

Acrilamida (30 g%) y bisacrilamida (1 g%)
en agua destilada
Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8

SDS 20%
Gelatina 1 g% en agua destilada

Persulfato de amonio 100 mg/mL en
agua destilada
TEMED

Agua

Volumen total

2.70

2.22
0.045
0.9
.05

.010
2.7
9.03

200

250
0.005

0.020

0.010
1.55
2.03

Amortiguador para las muestras
Glicerol 10%

Tris-HCI 0.5 M

Azul de bromofenol 0.25%

SDS 1%

Amortiguador de corrida
Glicina0.2 M

Tris-HCI 0.025 M

SDS 0.1%
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