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Resumen

La dependencia y el uso indiscriminado de antihelminticos quimicos como unico método
de control de los nematodos gastrointestinales (NGI) de bovinos ocasiona problemas en el
medio ambiente, la salud publica y la productividad de la ganaderia bovina. Es necesario de-
sarrollar estrategias no quimicas de control. Los hongos nematéfagos pueden ser una alter-
nativa viable y promisoria para el control de estos endopardsitos. El objetivo de este estudio
fue aislar, identificar y evaluar in vitro el potencial nematoéfago de hongos de Cundinamarca
sobre larvas L3 de NGI de bovinos. Se sembraron 60 muestras de suelo de fincas ganaderas
en cajas de Petri con medio agar-agua para el atrapamiento de los hongos, y se identificaron
mediante claves morfométricas tres cepas del hongo Arthrobotrys oligospora (L1, XVIII y
XXI) y una de Arthrobotrys musiformis (XXIV). Se utilizaron 1 x 10° conidios o clamidospo-
ras de cada hongo, los cuales se enfrentaron a 100 larvas de nematodos. El aislamiento XXIV
(A. musiformis) demostré mayor capacidad predadora (96,8 %) que los aislamientos (A. oli-
gospora) XVIII, L1 y XXI (69, 68, 71,1 y 87,62 %, respectivamente). No hubo diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05) entre las cepas de mayor capacidad predadora. Este
es el primer registro de identificacion y evaluacion in vitro de la capacidad predadora de los
hongos A. oligospora y A. musiformis nativos de Cundinamarca. Los resultados sugieren que
estos hongos podrian emplearse como agentes biocontroladores de nematodos de bovinos.

Palabras clave: Arthrobotrys oligospora, A. musiformis, bovinos, control sustentable, nemato-
dos gastrointestinales.
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Predatory Capacity in vitro of Native Nematophagous Fungi
from Cundinamarca on Gastrointestinal Nematodes of Cattle

Abstract

Dependence and indiscriminate use of chemical anthelmintics as the sole method for con-
trolling gastrointestinal nematodes (GIN) of cattle causes problems in the environment,
public health, and the productivity of cattle. It is important to develop non-chemical control
strategies. Nematophagous fungi can be a viable and promising alternative for the control of
these endoparasites. This study aimed to isolate, identify and evaluate in vitro the potential
of nematophagous fungi from Cundinamarca on L3 larvae of gastrointestinal nematodes of
cattle. 60 soil samples from cattle ranches were sown in Petri boxes containing agar-water
for trapping fungi, and three strains of the fungus Arthrobotrys oligospora (L1, XVIII, and
XXI) and one of Arthrobotrys musiformis (XXIV) were identified by morphometric keys.
1 x 10° conidia or chlamydospores of each fungi were used, which faced 100 nematode lar-
vae. Isolate XXIV (A. musiformis) showed greater predatory capacity (96.8%) than isolates
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(A. oligospora) XVIII, L1, and XXI (69.68, 71.1, and 87.62%, respectively). There were no
statistically significant differences (p > 0.05) among the strains with more predatory capac-
ity. This is the first record of in vitro identification and evaluation of the predatory capacity
of A. oligospora and A. musiformis, native fungi from Cundinamarca. The results suggest that
these fungi could be used as biocontrol agents of nematodes in cattle.

Keywords: Arthrobotrys oligospora, Arthrobotrys musiformis, cattle, sustainable control, gas-
trointestinal nematodes.

Capacidade predadora in vitro de fungos nematéfagos nativos
de Cundinamarca sobre nematodeos gastrointestinais
de bovinos

Resumo

A dependéncia e o uso indiscriminado de anti-helminticos quimicos como tnico método
de controle dos nematddeos gastrointestinais (NGI) de bovinos ocasionam problemas no
meio ambiente, a saide ptiblica e a produtividade da pecudria bovina. E necessdrio desenvol-
ver estratégias nao quimicas de controle. Os fungos nemat6fagos podem ser uma alternativa
vidvel e promissoria para o controle destes endoparasitas. O objetivo deste estudo foi isolar;
identificar e avaliar in vitro o potencial nemato6fago de fungos de Cundinamarca sobre larvas
L3 de NGI de bovinos. Foram semeadas 60 amostras de solo de fazendas de gado em placas
de Petri com dgar-dgua para a armadilhagem dos fungos, e se identificaram através de chaves
morfométricas trés cepas do fungo Arthrobotrys oligospora (L1, XVIII e XXI) e uma de Ar-
throbotrys musiformis (XXIV). Utilizaram-se 1 x 10° conidios ou clamidésporos de cada fun-
go, 0s quais se enfrentaram a 100 larvas de nematédeos. O isolamento XXIV (A. musiformis)
demonstrou maior capacidade predadora (96,8 %) que os isolamentos (A. oligospora) XVIII,
L1 e XXI (69, 68, 71,1 e 87,62 %, respectivamente). No houve diferencas estatisticamente
significativas (p > 0,05) entre as cepas de maior capacidade predadora. Este ¢ o primeiro
registro de identificagao e avaliagao in vitro da capacidade predadora dos fungos A. oligospora
e A. musiformis nativos de Cundinamarca. Os resultados sugerem que estes fungos poderiam
empregar-se como agentes bio controladores de nematédeos de bovinos.

Palavras chave: Arthrobotrys oligospora, Arthrobotrys musiformis, bovinos, controle susten-
tavel, nematddeos gastrointestinais.

INTRODUCCION

Los nematodos gastrointestinales (NGI) de bovinos cons-
tituyen una amenaza permanente para los ganaderos, dadas
las pérdidas econémicas que estos parasitos ocasionan en
los sistemas de produccién ganaderos (1). El uso de com-
puestos quimicos ha sido la base para el control de los
parasitos del ganado. Sin embargo, el uso prolongado e
inapropiado de antihelminticos quimicos ha traido con-
sigo problemas como: desarrollo de resistencia de estos

endopardasitos a las moléculas quimicas empleadas, im-
pacto ambiental negativo y residuos de antiparasitarios
en los alimentos derivados de los bovinos (2). Por tales
razones, este tipo de control es insostenible ambiental,
econdmica y socialmente.

La problematica derivada del control quimico impuso la
necesidad de cambiar el paradigma del control conven-
cional por enfoques y practicas de control sustentable,
para lo cual el desarrollo y la aplicacién de estrategias no
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quimicas de control constituye la principal recomenda-
cién en la actualidad, en el contexto mundial (3). Hoy en
dia, la investigacion en el mundo estd focalizada en el de-
sarrollo de estrategias basadas en el uso de plantas bioacti-
vas (fitoterapia), el uso de animales resistentes o resilentes
alos parasitos (resistencia genética) y el control bioldgico,
mediante el empleo de hongos nematéfagos (4).

El uso de hongos nematofagos se considera la alternati-
va més promisoria para el control de NGI en rumiantes
(5,6), debido a que poseen algunas ventajas, entre las que
se destacan: ciclo de vida corto; alta capacidad reproduc-
tiva; produccion de esporas de resistencia y sobreviven-
cia en la fase saprofitica en ausencia de hospedadores;
no son patégenos para los seres humanos y reducen las
poblaciones parasitarias, en vez de eliminarlas, lo cual
constituye un estimulo inmunolégico permanente en los
animales.

Estos microrganismos rompen el ciclo de vida de los
NGI al atrapar los estados infectivos de estos parasitos en
las heces de los bovinos o en el suelo (7), por medio de
trampas de captura para posteriormente destruirlos y nu-
trirse de sus tejidos (8). De esta manera, disminuyen las
cargas de larvas L3 en las praderas y, por tanto, reducen la
contaminacién y la infeccidn de las pasturas y de los ani-
males durante el pastoreo (9).

El objetivo del presente estudio fue aislar, identificar y
determinar la capacidad predadora in vitro de dos hongos
nematdfagos nativos de Colombia sobre las larvas infec-
tivas L3 de nematodos gastrointestinales.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento e identificacion de hongos
nematofagos

Se colectaron 60 muestras de heces de bovinos y suelos
de fincas ubicadas en pisos térmicos frio, medio y célido
de Cundinamarca tanto en época de verano como de llu-
vias. La fase experimental se llevd a cabo en el Labora-
torio del Centro de Investigacion en Salud Animal de la

Corporacién Colombiana de Investigacién Agropecua-
ria (Corpoica), Bogotd. Se obtuvieron larvas L3 de NGI
mediante coprocultivos de las heces colectadas, con base
en la metodologia del Manual of Veterinary Parasitological
Laboratory Techniques (10).

Se aislaron hongos nematéfagos a partir de cultivos de 60
muestras de suelo obtenidas a una profundidad de S a
10 cm. De cada muestra se hicieron tres siembras en cajas
de Petri con agar-agua mediante la técnica del espolvo-
reo, y tres dias mds tarde se agregaron larvas para estimu-
lar el desarrollo de los hongos. Los cultivos se incubaron
a temperatura (28 °C en promedio) y luz ambiente du-
rante 30 dias, y se revisaba cada dos dias para seleccionar
los hongos de interés.

Previa seleccion de los hongos que desarrollaban estruc-
turas de captura de larvas en las muestras de suelo, fueron
aislados en papa dextrosa agar (PDA) y harina de maiz
(AHM) para asegurar cultivos puros. La identificacién
de los hongos aislados se hizo mediante las caracteristi-
cas morfoldgicas y morfométricas (11) de los hongos y
por los tipos de estructuras de captura que exhibieron.

Evaluacion de la capacidad predadora
de los aislamientos

Para evaluar la capacidad predadora in vitro de los hongos
se sembraron 1 x 10° conidios o clamidosporas de A. oli-
gospora'y A. musiformis, respectivamente, y 100 larvas L3
de bovinos en cajas de Petri con agar agua, en cinco re-
peticiones por aislamiento, y se incubaron a temperatura
ambiente. Se contaron larvas atrapadas, libres, enrosca-
das y muertas durante los dias cuarto y quinto de incu-
bacién por medio de un microscopio 6ptico invertido a
10X y 40X.

La capacidad predadora de los hongos aislados se evalu6
mediante la férmula (4):
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Donde: A = porcentaje de captura, x = numero de larvas
atrapadas, y = numero de larvas libres, w = numero de lar-
vas enroscadas, z = nimero de larvas muertas.

Andlisis estadistico

Se realiz6 un anilisis de varianza (Anova) de una via, en
la que cada hongo depredador aislado fue un tratamien-
to, cada uno con cinco repeticiones, utilizando los resul-
tados obtenidos por la férmula matemadtica indicada, y se
estimo la diferencia estadistica mediante el test Tukey de
comparacién de medias con nivel de confianza de 95 %.

RESULTADOS

Se identificaron dos especies de hongos nematofagos, co-
rrespondientes a A. oligospom, con tres aislamientos (Ll,
XVII y XXI), y A. musiformis (aislamiento XXIV), prove-
nientes de suelos de fincas ubicadas en los municipios de
Sibaté, Funzay Tenjo, respectivamente, y uno pertenecien-
te a A. musiformis (aislamiento XXIV), de una finca ubica-
da en el municipio de Viotd. Las estructuras morfoldgicas
observadas fueron conidiéforos erectos y simples, los cua-
les proliferaron repetitivamente generando varios racimos
de conidios ovoidales divididos en la parte central, for-
mando las células proximal y distal, con cabezas conidi6-
genas que agrupaban en promedio 10 conidios (figura 1).

A. musiformis se caracteriz6 por desarrollar conidiéforos
erectos y simples, los cuales tenian pequenas ramas ter-
minales con un tnico conidio, lo cual les daba la aparien-
cia de candelabros, y agruparon en promedio 10 conidios
por conidi6foro; estos tenfan forma elipsoidal alargada y
semicurvas, que estaban dividas por un septo, lo que evi-
dencia asi dos células, una proximal y otra distal, esta dl-
tima de mayor tamafo, cuyo tamano fue determinado de
colonias establecidas en agar PDA (tabla 1).

Las estructuras de atrapamiento desarrolladas por A. musi-
formis fueron redes adhesivas tridimensionales (figura 2).
Otra caracteristica importante desarrollada por este hon-
go fue la rdpida y abundante formacién de clamidospo-
ras en los tres medios de cultivos utilizados (AA, AHM,

PDA). Estas estructuras reproductivas se formaban al
poco tiempo de sembrados, y fue ademds evidente la
gran producciéon de dichas estructuras a lo largo de los
cuerpos miceliales.

De los cuatro aislamientos evaluados, el hongo que de-
mostré mayor actividad predadora fue A. musiformis con
una capacidad de atrapamiento promedio de 96,82 %,
mientras que de los aislados del hongo A. oligospora el
que demostré mayor capacidad de captura fue el aisla-
miento XXI, con un promedio de captura de larvas de
87,62 %, seguido del XVIII, con 71,1 % vy, por tltimo, el
aislamiento L1 fue el que menor actividad predadora
tuvo, con 69,68 % en promedio (figura 3).

Figura 1. Evaluacién morfoldgica de los conidios (flechas)
para hongos nematé6fagos A. oligospora (arriba) y
A. musiformis (abajo) (tincion azul de lactofenol-10X)
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Tabla 1. Valores promedio de conidios, célula proximaly célula distal de A. oligospora y A. musiformis aislados

Conidio (um) Célula proximal (um) Célula distal (um)
Especie Aislamiento
Largo Ancho Largo Ancho Largo Ancho
L1 21,07 11,15 8,37 8,06 12,28 11,15
A. oligospora XVII 19,27 12,43 7,19 6,83 11,56 12,43
XXI 17,52 11,20 6,29 6,38 11,30 11,20
A. musiformis XXIV 35,59 10,30 16,33 8,83 23,32 12,13

Figura 2. Larvas atrapadas de nematodos gastrointestinales (estrella)
en redes adhesivas tridimensionales (flechas) de A. musiformis

Figura 3. Actividad predadora in vitro de los hongos aislados, sembrados a la concentracion
de 1 x 10° en cinco repeticiones realizadas

120,00%
100,00%
80,00%

60,00%

40,00%

20,00%

0,00%

A. oligospora A. oligospora A. oligospora A. musiformis
(cepaLl) (cepa XVIII) (cepa XXI) (cepa XXIV)
B Capacidad predadora 71,10% 69,68% 87,62% 96,82%
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El analisis estadistico (Anova) demostré la existencia de
diferencias significativas entre los aislamientos; por tal
motivo se procedi6 con el test Tukey para comparacién
de medias, con el cual se determiné que estadisticamente
los hongos A. musiformis (XXIV) y A. oligospora (XXI)
son significativamente mds activos contra larvas L3 de
nematodos gastrointestinales bovinos respecto a los
otros aislamientos evaluados, los aislamientos L1 y XVII
de A. oligospora menos predadores (tabla 2).

Tabla 2. Separacién de las medias de Tukey de la actividad
predadora de los aislamientos evaluados

Hongo Aislamiento Promedio
A. musiformis XXIV 96.820°
A. oligospora XXI 87.622°
A. oligospora L1 71.100°
A. oligospora XVl £69.680°

Nota: letras diferentes implican diferencias estadisticamente signifi-
cativas.

DiscusiON

Las caracteristicas morfoldgicas evidenciadas en los ais-
lamientos L1, XVIII y XXI concuerdan con los datos en-
contrados por diversos autores que han identificado A.
oligospora: conidiéforos erectos y hialinos que proliferan
repetitivamente. Cada una de estas proliferaciones agru-
paba de 10 a 12 conidios ovoides o piriformes, con un
septo medial que forma dos células, una distal y una pro-
ximal, de la cualla distal fue 1,5 a 2 veces mds larga que la
proximal (12-16).

Resultados registrados en la literatura internacional sefia-
lan que los principales mecanismos de atrapamiento desa-
rrollados por el hongo A. oligospora en presencia de larvas
L3 de NGI son redes tridimensionales (12,15,17-19), tal
como se observo en este estudio.

Aligual que con A. oligospora, las caracteristicas morfol6-
gicas de A. musiformis observadas en el presente trabajo
son coincidentes con lo encontrado en estudios llevados

a cabo en otros paises: crecimiento y extensién répida de
la colonia, conidios de 22-44 x 10-14 pym de longitud x
7,5-12,7 um de ancho, en promedio (20-25). Asi mismo,
se detect6 que la formacién de redes tridimensionales es
la principal estructura de atrapamiento de estos dos hon-
gos, resultados coincidentes con registros internaciona-
les (12,22,26-29).

Un estudio demostré que la capacidad predadora del
hongo A. musiformis frente a NGI de pequefios rumiantes
fue, en promedio, de 73,7 % (22), mientras que en otro
se informa que la capacidad predadora de diferentes ce-
pas de A. musiformis es variable, pues frente a larvas de
Strongyloides papillosus los porcentajes de captura fueron
de 86,22,99 y 100% (30).

En relacion con el hongo A. oligospora, se conocen re-
sultados de la capacidad predadora de este hongo, que
indican una alta variabilidad en los porcentajes de atrapa-
miento entre diferentes cepas de esta especie (20).

Los resultados de diferentes estudios demuestran que
algunas especies del género Arthrobotrys spp. podrian
ser empleadas como agentes de control bioldgico con-
tra NGI de bovinos, como es el caso de A. oligospora, el
cual muestra porcentajes de reduccién larvaria entre 70
y 90% (18). En Australia, A. oligospora demostré tener
una eficiencia depredadora mayor a 90 % contra larvas de
NGI (19).

Al comparar la capacidad predadora de los dos hongos
evaluados, diversos estudios han determinado, al igual
que en este trabajo, que el hongo A. musiformis tiene ma-
yor capacidad de atrapamiento de larvas de NGI que el
hongo A. oligospora. El hongo A. musiformis tiene mayor
capacidad predadora frente a larvas L, de H. contortus con
un porcentaje de captura promedio de 96,6 %, mientras
que el porcentaje de captura de A. oligospora vari6 de 9,1
a 93,4% (20). De igual forma, al enfrentar los hongos
A. musiformis y A. oligospora a larvas L, de H. contortus,
se encontr6 una capacidad predadora de 45 y 40 %, res-
pectivamente. Aunque A. musiformis fue mas eficiente, no
hubo diferencias significativas estadisticamente (24). Por
otro lado, existen registros de porcentajes de reduccion
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de 97% (+ 3,9%) frente a larvas L, y de 75% (+ 13,9 %)
frente a larvas L,y de 90,3 %(+ 8 %) frente a larvas L, y
de 59,7 (£ 17,5) frente alarvas L  respectivamente (23)_

En un estudio llevado a cabo en Costa Rica (20), cepas
del A. oligospora fueron enfrentadas a NGI de ovejas y ca-
bras, lo que dio un porcentaje méximo de atrapamiento
de 96,79 % y minimo de 36,66 % frente a nematodos de
ovejas, y 94,28 % como méximo y 61,17 % minimo frente
a nematodos de cabras. En dicho estudio se evalué tam-
bién la capacidad de nueve cepas de A. musiformis; en-
contraron diferencias altamente significativas entre estas,
con porcentajes de captura frente a nematodos de ovinos
de 70,35 29,76 %y frente a nematodos caprinos de 95,55
a 11,70 %, con lo cual se concluye que puede existir varia-
bilidad de atrapamiento entre cepas de un mismo hongo.

Tal como lo demuestran distintos estudios, existe gran va-
riabilidad de la capacidad predadora posiblemente debi-
da a diferentes factores ambientales como la temperatura
que influye en la capacidad de predacién de los hongos,
pues se ha demostrado que temperaturas superiores a
20 °C favorecen el crecimiento de los hongos, asi como
incide directamente en la formacién o no de mecanismos
de atrapamiento (31,32). De igual forma, se ha demos-
trado que en las regiones de alta humedad y temperatu-
ra, o regiones donde hay incrementos en la precipitacion
en épocas de verano o altas temperaturas, se fomenta el
crecimiento de hongos nematéfagos (33); es decir que la
temperatura incide directamente en el desarrollo de estos
hongos al igual que en el desarrollo de estados larvarios
de vidalibre (L,), inhibiendo o aumentando la capacidad
de atrapamiento (34).

Las caracteristicas ecoldgicas del suelo o del sustrato del
cual se aislan también son factores que influyen en la for-
macién de trampas de atrapamiento y, por consiguiente,
en la capacidad predadora de los hongos nematofagos,
pues la deficiencia o la restriccién de nutrientes pueden
inducir en los hongos el cambio de estado saprofitico a
parasitico (35). Por lo tanto, resulta importante aislar
hongos nativos de las regiones estudiadas con el fin de
encontrar mejores resultados en el desempefio antago-
nista (20).

La relacion que llega a existir entre el hongo nematéfa-
go y la larva determina la capacidad predadora que pue-
de haber. En general, las larvas de vida libre tienen una
compleja cuticula que les ayuda a mantener la integridad
morfoldgica; también es importante para su motilidad,
ya que las protege de las condiciones medioambientales
en las que se encuentran. Estas estructuras estdn com-
puestas por diversas proteinas, en especial coldgenos, que
determinan la conformacién de dicha cuticula (36).

Por tanto, la patogenicidad de las diferentes cepas de hon-
gos nematoéfagos estd determinada por la accién de en-
zimas hidroliticas, proteasas, colagenasas, quitinasas y
otras enzimas, las cuales, se ha demostrado, estan influen-
ciadas por la expresion genética que lleva consigo cada
hongo (22,37). De esta forma, se determina que la accién
y expresion de las diferentes enzimas producidas por los
hongos nematéfagos inciden en la inmovilizacién, pene-
tracién y degradacién de las larvas; por lo tanto, es im-
portante tener en cuenta la variabilidad genética entre
individuos de una misma especie (24).

Otro aspecto que se debe tener en cuenta respecto ala in-
teraccion hongo-nematodo es la densidad larvaria, pues
se ha evidenciado que la actividad parasitica de un hon-
go nematdfago por estados larvarios de vida libre de pa-
rasitos gastrointestinales es dependiente de la densidad
poblacional (25); por lo tanto, la relacién entre la canti-
dad de larvas que se encuentra en los suelos y los hongo
motivo de estudio condiciona la capacidad de estos por
formar o no gran cantidad de trampas de atrapamiento.
De esta manera se ha determinado que la capacidad pre-
dadora depende del previo contacto con laslarvas, el cual
favorece el reconocimiento del hongo frente al nematodo
(20,38,39).

Otro factor que influye en la patogenicidad de las cepas
es la edad de estas, ya que se ha demostrado que hongos
viejos muestran menor virulencia que los mds recientes;
por lo tanto, la variabilidad entre los resultados obteni-
dos en el presente estudio pudo ser influida por los tiem-
po en los cuales fueron aisladas las cepas, es asi como se
evidencia una menor capacidad de atrapamiento en las
cepas L1 y XVIII, seguidas de la cepa XXI y por dltimo la
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cepa XXIV, las dos primeras fueron las mds antiguas ce-
pas aisladas y la XXIV la més reciente.

CONCLUSIONES

Se demostrd la existencia de dos especies de hongos ne-
matofagos en diferentes fincas ganaderas. Este hallazgo
constituye el primer reporte de la presencia, aislamiento
e identificacion de los hongos A. oligospora y A. musifor-
mis en Cundinamarca y Boyaca.

La alta capacidad nematofaga in vitro del aislamiento co-
lombiano de A. musiformis sugiere que podria ser un buen
candidato para ser empleado como agente de control bio-
légico de los NGI en la ganaderia bovina colombiana,
siempre y cuando esta estrategia de control bioldgico sea
previamente evaluada en condiciones in vivo.

La presente investigacion abre el camino para futuras in-
vestigaciones sobre estrategias no quimicas de control de
los parésitos del ganado bovino en Colombia, en particu-
lar la relacionada con los hongos nematéfagos.
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