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RESUMEN: Las especies Duddingtonia flagransy Monacrosporium
thaumasium son micro-hongos considerados promisorios agentes
del control biolégico de parésitos. Bajo condiciones adversas como
la falta de nutrientes, estos hongos producen esporas capaces de
sobrevivieren después de pasar por el tracto gastrointestinal de los
animales. La formacion de estas estructuras es una caracteristica
deseable ya que promueve la sobrevivencia y la diseminacién de los
hongos para propésitos de biocontrol. El objetivo de este estudio fue
evaluar la produccién de esporas de dos especies de hongos nema-
téfagos D. flagrans (aislados AC001 y CG722) y M. thaumasium
(NF34A). Estos fueron cultivados en los subproductos agroindus-
triales, que tenfan el intento de identificar el mejor medio para uso
en programas de biocontrol de nematodos. Diferentes volimenes
(10, 15 y 20 mL) de masa micelial fueron utilizados como indécu-
los iniciales y adicionados a 100 gramos de medios de crecimientos
s6lidos (sémola de arroz — QA; sémola de maiz — QM; bagazo de
cafia — BC; paja de arroz — PA y cascara de café — CC) y manteni-
dos a25°C en la obscuridad para evaluar la produccién de esporas.
Los aislados AC001 y CG722 mostraron las mejores producciones
en el medio de la QA (p<0,05). El volumen de 20 mL de masa
micelial utilizado como inéculo inicial proporcioné una mayor
recuperacién de esporas. El aislado NF34A present6 una baja o nula
produccién de estructuras reproductivas en los diferentes volime-
nes y medios de crecimientos utilizados. La mejor produccién de
esporas se obtuvo utilizando subproductos de la agroindustria con
mayor densidad proteica y energética.

PALABRAS CLAVE: esporas; hongos nematéfagos; control

biol6gico; subproductos agroindustriales.

RESUMO: As espécies Duddingtonia flagrans e Monacrosporium
thaumasium sio microfungos considerados promissores agen-
tes de controle bioldgico de parasitos. Sob condi¢des adversas,
como a falta de nutrientes, estes fungos produzem esporos capa-
zes de sobreviverem apds a passagem pelo trato gastrintestinal
dos animais. A formagio destas estruturas é uma caracteristica
desejével, j4 que promove a sobrevivéncia fingica e a sua disse-
minagio para fins de biocontrole. Este estudo teve como objetivo
avaliar a produgio de esporos das espécies de fungos nematé-
fagos D. flagrans (isolados AC001 e CG722) e M. thaumasium
(NF34A). Estes foram cultivados em subprodutos agroindus-
triais, a fim de identificar o melhor meio para uso em programas
de controle biolégico de nematoides. Diferentes volumes de
massa micelial (10, 15 ¢ 20 mL) foram utilizados como inéculo
inicial e adicionados sobre 100 gramas dos meios de cresci-
mento sdlidos (quirera de arroz — QA; quirera de milho — QM;
bagaco de cana — BC; palha de arroz — PA e casca de café — CC)
e mantidos a 25°C ao abrigo da luz para avaliar a produgio de
esporos. Os isolados AC001 e CG722 mostraram as melhores
produgdes no meio QA (p<0,05). O volume de 20 mL de massa
micelial usado como inéculo inicial permitiu maior recuperagio
de esporos. O isolado NF34A apresentou producio baixa ou
nula de estruturas reprodutivas nos diferentes volumes e meios
de crescimento utilizados. A melhor produgio de esporos foi
obtida nos subprodutos agroindustriais com maior densidade
proteica/energética.

PALAVRAS-CHAVE: esporos; fungos nematéfagos; controle

biolégico; subprodutos agroindustriais.
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INTRODUCCION

Los hongos nematéfagos producen esporas o conidios de
resistencias conocidas como clamidosporas. Estas tltimas,
una vez que son administradas oralmente a los animales,
poseen la capacidad para resistir la degradacién gastroin-
testinal de los rumiantes y otros herbivoros (TaveLa ez al.,
2011) y son eliminadas en las heces, manteniendo la suya
capacidad germinativa y de colonizacidn. Ellas ejercen una
actividad depredadora y destruyen a los estadios parasitarios
de nematodos (SiLva et al., 2013) en las heces. Este sis-
tema permite interrumpir el ciclo biolégico de los pardsitos
(AraUjO et al., 2004). Seglin SCHOLLER; RUBNER (1994),
la formacién de clamidosporas es una respuesta a condi-
ciones de crecimiento desfavorables, como la deficiencia
de nutrientes, y aunque los hongos no requieren de gran-
des cantidades de nutrientes para sobrevivieren, conocer
que medios son favorables para una mayor capacidad de
esporulacién es una necesidad para su uso en los sistemas
de control de nematodos pardsitos del ganado (LARSEN,
2002; ARAUJO et al., 2004).

La esporulacién fungica abundante es un factor impor-
tante para la diseminacién y sobrevivencia, ademds de ser
deseable en programas de control biolégico (Aratjo ef al.,
2001; WALLER er al., 2001). Para el suyo crecimiento, los
hongos requieren un conjunto de condiciones ambientales;
sin embargo, la concentracién de nutrientes en los medios
de cultivo es lo que determinan la calidad y la cantidad del
envejecimiento del hongo y si predominara la esporulacién,
favorecida por el agotamiento nutricional o crecimiento micelial
(DHINGRA; SINCLAIR, 1995). Segiin Larsen (1991), la tem-
peratura 6ptima al desarrollo de Duddingtonia flagrans es del
30° con una gran produccidn de esporas, pero en inferiores a
25°C, existe crecimiento fingico.

La especie D. flagrans tiene un elevado potencial para la pro-
duccién de clamidosporas intercaladas a sus hifas y sus numerosos
conidios formados en las extremidades de los conidiéforos que
son estructuras reproducibles (SANYAL ez 4/., 2008). Los conidios
son caracterizados a través de su morfologfa, la cual puede variar
de elipticos a ovoides, aunque las clamidosporas son altamente
resistentes y formadas en condiciones adversas de crecimiento y
las hifas forman redes adhesivas relativamente cortas que atacan
y destruyen rdpidamente las larvas de los nematodos (Braga,
2008; Cruz et al., 2011).

El Monacrosporium thaumasium produce solamente un
conidio en la extremidad apical de cada conidiéforo, lo cual
es generalmente erecto, transparente y fusiforme, con dos o
mds septos transversales y una célula intermediaria que es
mids grande en las extremidades (Liu; Zuang, 1994; ZHANG
et al., 1996, AraUjO et al., 2004). Las especies del género
Monacrosporium poseen hifas vegetativas septadas y ramifica-
das que las utilizan para depredar nematodos, por medio de

redes adhesivas, ndédulos y redes tridimensionales adhesivas o
anillos constrictores (SAXENA; MITTAL, 1995).

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la produccién de
esporas/clamidosporas de hongos depredadores de las espe-
cies D. flagrans (aislados CG722 y AC001) y M. thaumasium
(NF34A) en diferentes sustratos sélidos, como la sémola de
arroz (QA); sémola de maiz (QM); el bagazo de cana con
melaza de cafa (BC); paja de arroz con melaza de cafia (PA) y
céscara de café con melaza de cana (CC), considerados como
subproductos de la agroindustria. Esto fue hecho para la deter-
minacién del mejor medio para la produccién de esporas a su
aplicacién en programas de control biolégico de las helmin-

tiasis de bovinos en pruebas de pastoreo en campo.

MATERIALES Y METODOS

Organismos fungicos

Se utilizaron dos aislados fingicos de suelos brasilefios de la
especie D. flagrans (AC001 y CG722) y uno de la M. thauma-
sium (NF34A), originarios de la micoteca del Laboratorio de
Parasitologfa del Departamento de Veterinaria en la Universidad
Federal de Vigosa, en Brasil, y mantenidos a 4°C en la obs-

curidad en tubos de ensayo, conteniendo medio de harina de
maiz agar al 2% (HMA 2%).

Produccion de estructuras fingicas

Para evaluar la produccién de conidios y clamidosporas, se
utilizaron diferentes volimenes de masa micelial (10, 15 y
20 mL). El criterio para establecer los inéculos iniciales al cre-
cimiento de los aislados fungicos AC001, CG722 y NF34A
se basé en una prueba previa con diferentes medios liquidos,
pH y tiempos de cultivo. Los volimenes mencionados fue-
ron aplicados como inéculo inicial, a los que se adicionaron
100 gramos de medios sélidos de crecimiento (QA; QM; BC;
PA y CC), que fueron esterilizados a 120°C y 1,5 atm por
15 minutos y acondicionados en matraces Erlenmeyer con
capacidad para 250 mL. El experimento fue realizado por
triplicado y, después de los siete dias de incubacién en una
estufa biological oxigen demand (BOD) con la temperatura
del 25°C, en cada matraz Erlenmeyer, fueron adicionados
100 mL de solucién Tween 20 a una concentracién de 0,05%.
Los matraces fueron agitados vigorosamente y fueron toma-
das nueve alicuotas de 10 mL de cada uno Erlenmeyer para
la cuantificacién de esporas bajo microscopia de luz con
aumentos de 10 y 40 veces, con la ayuda de una cdmara de
Fuchs Rosenthal. El promedio de esporas contenidas en las
nueve alicuotas fue considerado para estimar la concentra-

cién promedio de las esporas producidas.
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RESULTADOS

Los aislados fiingicos AC001 y CG722 presentaron las mejo-
res producciones de estructuras reproductivas en el medio QA
(p<0,05), como observado en la Tabla 1. El volumen de 20 mL de
masa micelial utilizado como inéculo inicial resulté en una mayor
recuperacion de las esporas para los mismos aislados (Tabla 1).

El NF34A presenté baja o ausencia de la produccién de
estructuras reproductivas en los diferentes volimenes de masa
micelial utilizados (Tabla 1).

Elaislado CG722 mostrd una produccién mds amplia de
conidios y clamidosporas cuando 20 mL de la masa micelial
fueron agregados en 100 gramos de sémola de arroz (p < 0,05);
mientras que el aislado AC001 obtuvo una produccién inter-
mediaria, la cual no mostré diferencia estadistica con el NF34A
(p>0,05), como se nota en la Tabla 2.

Dentro de los medios sélidos de cultivo evaluados (QA,
QM, BC, PA, CC), el QA presentd la mayor produccién de
estructuras fungicas y el BC la menor de conidios y clami-

dosporas (Tabla 1).

Cuando comparamos los diferentes volimenes de micelio
fungico utilizados como indculos (10, 15 0 20 mL), la mayor
produccién de conidios y clamidosporas fue observada al
inocular 20 mL de masa micelial sobre los medios sélidos de
cultivo (Tablas 1 y 2).

DISCUSION

ARrAUjJO et al. (2004) mencionaron que los hongos depredadores
no son exigentes en su nutricién en cultivo y no necesitan de
medios complejos. Sin embargo, la produccién de conidios y/o
clamidosporas por estos organismos es un factor importante,
una vez que es necesaria una gran cantidad de esporas para
producir formulaciones empleadas en programas de control
biolégico, a la propagacién y supervivencia de los hongos en
condiciones ambientales (ARAUJO ez al., 2001). En el presente
estudio, se observé que la produccién de estructuras fingi-

cas se logré por medio del uso de medios alternativos, de la

Tabla 1. Promedio de esporas producidas por diferentes aislados flingicos en variados medios sélidos de cultivo después de siete

dias de incubacion a 25°C.

QA 1,1 x 104(£3,3 x 10%)? 2x10°(£4x 10°)?
oM 7,3 x 10%(x 2 x 10%)? O 1,1 x103(£3,3x 10%)?
10 BC 2,2x103(x 4,1 x 103 1,1 x 104(£ 3,3 x 10%)® (05
PA 0a3,4x10%(x 1,4x 10%)? 1x10*(x£8,6x 10%)? 02
cC 2,2x10%(x 4,1 x 103)? 7,7x10%(x9,7 x 103)? 2,2x10%(x 6,6 x 103)?
QA 3x10°(x6x 10%)? Oz 5x 10°(x 4 x 10%)°
(e]Y} 2,6 x 10%(+ 2 x 10%)? O (05
15 BC (0 1,5x 10%(£ 1,6 x 104)? 02
PA 6,3 x 10%(+ 2,9 x 10%)? 1,1 x10%(£ 1 x 10%)? 1,1 x 103+ 3,3 x 103)°
CcC 5,1 x 104+ 6,7 x 10%)? 6,6 x 103(£ 1,3 x 10%)* 0?2
QA 2,5x 10°(x 3 x 10%)° OZ 5,2x 10°(£ 6,5 x 10%)°
QM 3,4x 10%(£ 2,4 x 10%)? O 3,3x 10%(£ 6,6 x 10%)°
20 BC (o} 5,5x 10°(£ 8,8 x 10%)° 0®
PA 1x10°(x7,5x 10%)? 6,6 x 103(x7x 103)? 0?2
CcC 1,4 x 10%(£ 2 x 10%)? 2,4 x 10%(+ 1,8 x 10%)* (05

Promedios sequidos por diferentes letras minusculas en las columnas no son estadisticamente diferentes (p>0,05) — prueba de Tukey. QA: sémola
de arroz; QM: sémola de maiz; BC: bagazo de cafa; PA: paja de arroz; CC: cascara de café; *valores promedios de recuperacion de esporas/

clamidosporas después del periodo de incubacion.

Tabla 2. Promedios de esporas recuperadas después de la incubacion de diferentes aislados fungicos en medios sélidos de cultivo

variados después de siete dias de incubacion.

ACO01 25x10°(3x10°* 3,4x10%(2,4x 10%7 0? 1x10°(7,5x 10%) 1,4x 10%(2 x 104y
NF34A o® Oa 55x 10%(8,8x 10°) 6,6 x 103(7x 10°)* 2,4x 10%(1,8 x 104)*
CG722 52x10°(6,5x10°)* 3,3x10%(6,6 x 104y 0? o° 0*

Promedios sequidos por letras similares en las columnas no son estadisticamente diferentes (p<0,05) - prueba de Tukey; QA: sémola de arroz; QM:
sémola de maiz; BC: bagazo de cafa; PA: paja de arroz; CC: cascara de café; el indculo inicial para cada hongo fue de 20 mL de una suspension micelial.
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preparacién simple y a un bajo costo de produccién, consi-
derados como subproductos de la agroindustria.

DHINGRA; SINCLAIR (1995) afirmaron que un buen
medio de cultivo permite gran esporulacién y pequefio cre-
cimiento micelial, siendo que, generalmente, la primera es
favorecida por el agotamiento nutricional. Esto es una con-
dicién adversa del crecimiento vegetativo; sin embargo, los
medios pobres en nutrientes con poca fuente de carbono
(C) y nitrégeno (N) favorecen la formacién de clamidospo-
ras con supresion del crecimiento vegetativo en funcién del
estrés nutricional.

Segtin Bogus ez al. (2005), los mecanismos involucra-
dos en la regulacién de la formacién de clamidosporas, asi
como la funcién exacta de estas esporas, son desconocidos
y se demostraron que los medios de cultivo deficientes en
nutrientes (MM y CMA) no producen clamidosporas o aque-
llas inmaduras. Pero, en todos los medios ricos, estimulase la
produccién de ellas (por ejemplo LB) en cuanto a las esporas
producidas en los medios SAB y SAB-HP no se alcanzé la
madurez que se obtuvo en aquellas en los medios SAB-GM.
En el presente trabajo, los resultados observados se mostra-
ron contradictorios con otras investigaciones. Como ha sido
reportado, los medios de cultivo s6lidos con mayores niveles
de carbono y nitrégeno (QA y QM), que seglin MAGALHAES
et al. (2006) tienen el 13,95 y 9,11% de proteina, 0,61 y
0,66% de alanina, respectivamente, mostraron aqui una
gran capacidad de producir estructuras reproductivas, lo que
puede significar que otros nutrientes pueden ser limitantes
a la produccién de conidios y clamidosporas. Asimismo,
se observé una elevada carga de estructuras reproductivas
en el medio de cultivo QA, probablemente debido a una
mayor riqueza de nutrientes presentes en ello, que, segtin
DijxsTERHUIS et al. (1993), son considerados esenciales al
crecimiento y a la esporulacién fingica.

MacikeL et al. (2006) evaluaron la produccién de D. fla-
grans (CG768), A. robusta (131) y M. thaumasium (NF34A)
en los medios de cultivo comerciales (agar-agua — AA2%;
corn meal agar — CMA2%; extracto de levadura — 0,4%;
K,HPO, - 0,1%; MgSO,.7H,0 — 0,05%; almidén soluble —
2%; agar — 2%; YPSSA — 2% y potato dextrosa agar— BDA2%)
y observaron que los aislados CG768 y NF34A presentaron
el mayor y menor nimero de esporas en los medios BDA2%
y AA2%, respectivamente. En lo mismo trabajo, los autores
registraron que el aislado I31 tuvo una produccién de espo-
ras intermediarias, sin diferencia estadistica en relacién a los
demds (p>0,05). GARDNER ez al. (2000) observaron que la
produccién de clamidosporas del D. flagrans se incrementé
en medio Agar Sabouraud dextrosa (8,6 x 10° clamidospo-
ras mL") con un pH entre 5,5y 7,5 y en un sistema bifdsico
(medio liquido Mueller-Hinton, 1%; extracto de levadura,

1%; K.HPO,, 0,3%; C3H303Na, 0,1%; glucosa, 0,05% -
MYPG/medio sélido sales de Vogel). Las concentraciones de
esporas notadas fueron de 6,2 y 5,6 x 10> mL", respectiva-
mente, con la adicién de almidén o glicerol. En relacién al
presente trabajo, se observé una similitud en los resultados
obtenidos, donde los medios de cultivo pobres (subproductos
fibrosos de la agroindustria) propiciaron una baja produccién
y los ricos en nutrientes esenciales (subproductos energéti-
cos/proteicos) fueron mds eficientes en la produccién de
estructuras reproductivas.

Segiin Mota et al. (2003), después de la preservacién
con diferentes métodos de conservacién, A. robusta (I131)
presentd una produccién mds amplia de estructuras que M.
thaumasium (NF34A) en medio de cultivo YPSSA, aunque
otra gran ha sido observada en ambos aislados. Sin embargo,
esos resultados no concuerdan con los registrados en el pre-
sente trabajo, una vez que el NF34A presentd una pequefia
o nula produccién de esporas en medios pobres en aminod-
cidos y dcidos grasos que, para DIyKSTERHUIS ez al. (1993),
es considerado esencial al crecimiento y a la esporulacién.
Segtin MAGALHAES ¢r al. (2006), el bagazo de cana, la paja
de arroz y la cdscara de café presentan 1,82, 5,00 y 10,07%
de proteina y 3,99, 12,15y 17,93% de 4cido graso oleico,
respectivamente, y son considerados como forrajes. Aunque
ScHOLLER; RUBNER (1994) han definido que la formacién
de clamidosporas es un sintoma de la condicién de cre-
cimiento desfavorable, eso efecto no fue observado en el

presente trabajo.

CONCLUSION

La produccién de esporas mediante la utilizaciéon de subpro-
ductos agroindustriales se mostrd eficiente con cierta viabilidad
técnica y econémica. Aquellos con mayores densidades proteica
y energética, por ejemplo, la sémola de arroz, promovieron
una eficiencia mds amplia para la produccién de estructuras

reproductivas, asi como el mayor indculo inicial.
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