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ABSTRACT. One trial was carried out to evaluate the nematophagous capacity of two Duddingtonia fla-
grans cultures, one maintained during one year at laboratory temperature and the other one was a recent
culture, twelve Petri dishes with fluor-corn-agar media were seeded with the 1YC another 12 Petri dishes
were inoculated with the RC. Both were added with 150 larvae/dish of the free living nematode Panagrel-
{us redivivus and 12 fluor-corn-agar dishes only with the free living nematode were used as a control.

The results showed that the nematophagous capacity of both cultures were similar but it was statistically
different (p<0.05) with respect to the control group. It was concluded that the nematophagous capacity of
D. flagrans was not affected in spite of being kept one year at Iaboratory temperature.
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RESUMEN. Con el objetivo de evaluar la capacidad nematéfaga de dos indculos del hongo Dudding-
tonia flagrans, uno mantenido por un aiio a temperatura ambiente y otro de una transferencia reciente, se
condujo un experimento en el que a 12 cajas de Petri con ¢l inoculo de un aiio y otras 12 con el inoculo re-
ciente, se les adiciond cinco dias después 150 juveniles/caja del nematodo Panagrellus redivivus respectiva-
mente, 12 cajas m4s sin hongo y con juveniles fungieron como testigo. En los tres grupos el medio de culti-
vo fue harina de matz agar. Cinco dias después de adicionar las larvas se evalu el porcentaje de depreda-
cién en los dos grupos, comparindolos con el testigo. Los resultados indican que la capacidad nematéfaga
de los dos indculos fue similar, no habiendo diferencia estadistica significativa entre ellos, pero si con el

testigo (p<0.05). Se concluye que Ia capacidad nemat6faga de D. flagrans no se afecta si se le conserva al-

macenada a temperatura ambiente por un afio.
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INTRODUCCION

En los proyectos de investigacion para el desarrolio de
métodos sobre control biolégico de nematodos gastroenté-
ricos de rumiantes, se requiere el mantenimiento y la pre-
servacién de los aislados y cepas de hongos que han de-
mostrado su capacidad nematdfaga para ser empleados en
los diferentes estudios que se conducen. El mantenimiento
de este material bioldgico se debe tener en los lugares mas
asépticos que sea posible. Para la preservacién de este ma-
terial se han utilizado diversos sistemas, como la preserva-
cién en condiciones ambientales, la refrigeracion y la crio-
preservacidn.

Algunos investigadores consideran que la capacidad
nematofaga de estos hongos puede disminuir o perderse al
paso del tiempo o después de periodos prolongados de re-

frigeracion, por fo que se recomienda que estos se manten-
gan activos fisiologicamente en cultivos en suelo.' Con
objeto de evitar la contaminacién de los cultivos de hongos
nematéfagos se emplea la transferencia (resiembra) perio-
dica de estos, la cual se realiza aproximadamente cada dos
meses, lo que implica el frecuente uso de material de labo-
ratorio, asi como de considerables cantidades de medio de
cultivo, ademas del esfuerzo y tiempo del personal de labo-
ratorio, con el consiguiente gasto econémico.

Uno de los hongos utilizados frecuentemente en el de-
sarrollo de métodos de control bioldgico es Duddingionia
flagrans, el cual ha demostrado en diversos estudios una
alta capacidad nematéfaga®**° En el proyecto sobre con-
trol biolégico de nematodos gastroentéricos de rumiantes
del Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias en
Parasitologfa Veterinaria del INIFAP, en Jiutepec, More-
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los, se practican los sistemnas de preservacion mencionados,
contando por ello con material bioldgico de cada uno de
estos; por lo que, para dilucidar con mas precision la posi-
ble alteracion que pueda presentarse en este material biolé-
gico, se disefid un experimento cuyo objetivo fue evaluar
la capacidad nematéfaga in vitro de un aislado de D. fla-
grans, Un inécule fue mantenido a temperatura ambiente
por un afio, en comparacion con otro obtenido de una
transferencia reciente, actvando sobre el nematodo de vida
libre Panagrellus redivivus.

MATERIAL Y METODOS

Hongos. El hongo D. flagrans se aislé de una muestra
fecal de ovino de una granja localizada en el poblado de
Fierro del Toro, municipio de Huitzilac, Morelos, México
y se mantuvo en cajas Pefri, conteniendo como medio de
cultivo agua agar (agar 20 g c.b.p. 1000 ml agua destilada)
y se incrementé su biomasa mediante la transferencia de
clamidosporas a medio de papa-dextrosa-agar contenido en
cajas Petri (papa 200 g + dextrosa 20 g + agar 20 g c. b. p.
1000 m! agua destilada).

Para el desarrollo experimental se utilizaron dos lotes
del hongo, un lote se mantuvo almacenado por un afio a la
temperatura ambiente del laboratorio de Parasitologia en
Hutepec, Morelos, México, donde la temperatura media
anual es de aproximadamente 26 C. El otro lote se mantu-
vo con fransferencias frecuentes (cada dos meses). La de-
secacion del medio de cultivo se evité sellando las cajas
con Parafilm (American National Can tm. Menasha, WI
54992) y empleando una capa de agar de un grosor de 1
cm, manteniéndose en el laboratorio en un lugar fresco.
Este hongo tiene la capacidad de mantenerse vive por pe-
riodos prolongados con un requerimiento minimo de nu-
trientes ,

Nematodos. Se utilizaron 5,400 juveniles del nemato-
do de vida libre P. redivivus, mismo que se mantiene en los
siguientes medios de cultivo en cajas Petri: 1, Mezcla de
avena (20 g ) + agua destilada (10 ml.); 2, Mezcla de hari-
na de arroz (20 g) + agua destilada (10 ml.); 3, Mezcla de

Preservacion de Duddingtonia flagrans

Soya peptona + extracto de higado.

Procedimiento. A partir de los dos lotes de hongos
{uno almacenado durante un afio a temperatura ambiente y
otro obtenido de la transferencia reciente) se sembraron en
dos series de 12 cajas Petri cada uno, conteniendo como
medio de cultivo harina de maiz agar; una tercera serie de
12 cajas Petri sin el hongo y con el mismo medio de culti-
vo fungid como testigo. Después de cinco dias de haber
sembrado los hongos en las cajas de las dos primeras se-
ries, se adiciond a cada caja 150 juveniles de P. redivivus.
Una cantidad igual de nematodos fue adicionada a la serie
de cajas del lote testigo. Tabla 1.

Para uniformar los in6culos fungales adictonados a las
cajas Petri, se utilizé un sacabocados metilico de 5 mm de
didmetro. Se obtuvieron cilindros de agar de ambos cuiti-
vos y se depositaron con el micelio correspondiente hacia
abajo en el centro de las cajas Petri,” logréndose con esto
un desarrollo uniforme del honge a tos cinco dias.

Evaluacién, Para evaluar de la capacidad nematéfaga a
los cinco dias en ambos indculos del hongo, se midieron
las siguientes variables: porcentaje de reduccion larvaria de
cada grupo con respecto al testigo, promedio de larvas/
caja, desviacién estindar, asi como minimo y méaximo de
juveniles/caja.

Andlisis estadistico. Los valores obtenidos més los
valores del testigo fueron transformados a la raiz cuadrada
de la variable nimero de larvas + .5, con el fin de cumplir
los supuestos de normalidad de los modelos lineales y so-
metidos a un analisis de varianza (ANDEVA), para ello se
utiliz6 un disefio factorial y las diferencias entre grupos se
sometieron a la prueba de Tukey.®

RESULTADOS

Los resultados mostraron que en el grupo del inoculo
mantenido a temperatura ambiente por un afio, se contabili-
zaron un total de 11,340 larvas del nematodo, encontrando-
se estas en 11 de las 12 repeticiones, variando su nimero
entre 240 y 1,740; el porcentaje de depredacion varid entre
87.05 y 98.21%, en la repeticién nimero 7, la depredacion

Tabla 1. Disefio experimental utilizado en la evaluacion de la capacidad nematéfaga in vitro de dos inéculos de Dudding-

tonia flagrans
Grupo Hongo Inéculo No. De No de juveniles Pardmetro a evaluar
repeticiones por repeticion

1 D. flagrans Reciente 12 150 Porcentaje de depredacién
del nematodo Pangrellus

2 D. flagrans N 12 150 redivivus cinco dias después
de que las larvas fueron

3 Testipo | - 150 L

* Se adicionaron cinco dias después de transferidos los indcutos fungales.
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fue del 100%; la depredacion total del grupo fue de
92.97%.

Con respecto al inoculo proveniente de una transferen-
cia reciente, se contabilizaron un total de 10,920 juveniles
del nematodo, encontrindose estas en 10 de las 12 repeti-
ciones, variando su niimero entre 120 y 4,020; el porcenta-
je de depredacién varié entre 70.09 y 99.11%; en las repe-
ticiones 6 y 7, 1a depredacién fue del 100%; la depredacion
{otal del grupo fue de 93.23%.

En el grupo testigo se contabilizaron 196,860 juveniles
del nematodo, con un promedic de 16,045 juveniles por
caja = 3,288, Los juveniles del nematodo en este grupo, se

encontraron en las cajas Petri de las 12 repeticiones, con un
minimo y un maximo de 8,280 y 25,020 respectivamente
(p<0.05) Tabla 2, Fig. 1,2y 3.

La razén por la cual el nimero de larvas es muy supe-
rior al originalmente adicionado, es porque como se men-
cioné anteriormente este nematodo se reproduce abundan-
temente en este medio.

El resultado del an4lisis estadistico reveld que el indcu-
jo mantenido a temperatura ambiente por un afio y ¢l pro-
veniente de una transferencia reciente, se comportaron de
manera similar sin presentarse entre ellos diferencia esta-
distica significativa, a diferencia del grupo testigo que fue

Tabla 2. Comparacién de la capacidad nematéfaga de dos inéeulos de Duddingtonia flagrans contra Panagrellus redivi-

vus

Grupo 1 Grupo2 Grupo 3

D. flagrans FTHO-8 almacenado por .D. flagrans FTHO-8 transferencia Testigo

un afio reciente
Nimero de Niimero de Porcentaje de Nimero de Porcentaje de Numero de

repeticion juveniles depredacion juveniles depredacion juveniles
1 1,560 28,39 2,580 80,80 13,440

2 1,200 91,07 540 95,98 14,940

3 240 98,21 300 97,77 17,400

4 720 04,64 720 94,64 15,180

5 340 95,98 240 98,21 13,500

6 1,740 87,05 0 100,00 8,280

7 0 100,00 0 100,00 14,400

8 1,440 89,29 1,560 88,39 25,020

9 1,620 87,95 540 95,98 20,640

10 660 95,09 300 97,77 20,580

11 720 94,64 120 99,11 15,960

12 900 93,30 4,020 70,09 17,520
Suma 11,340 10,920 196,860

Minimo 0 0 8,280
Media 945 910 16,405
Miximo 1,740 4,020 25,020

Desviacién 572 1,004 3,288

% Reduccion 92,97 93,23 v

a,b= Literales distintas indican valores estadisticamente significativos (p<0.05).
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Fig. 1. Porcentaje de reduccién del nimero de Panagrellus redivivus en los grupos tratados con Duddingtonia flagrans
(almacenado durante un afto e inoculo reciente) después de 5 dias de confrontacién
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Fig. 2. Nimero de juveniles de Panagrellus redivivus recuperados por repeticién en los grupos tratados con Duddingtonia
flagrans (almacenado durante un afio e inoculo reciente) y grupo testigo después de 5 dias de confrontacion..
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Fig. 3. Promedio de juveniles de Panagrellus redivivus recuperados en los grupos tratados con Duddingtonia flagrans
{almacenado durante un afio e inoculo reciente) y grupo testigo después de 5 dias de confrontacion
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altamente significativo frente a estos dos grupos (p<0.05).

DISCUSION

La capacidad depredadora observada con D. flagrans
en ¢l presente estudio, fue similar a la sefialada por otros
autores con aislados de Arthrobotrys oligospora contra P,
redivivus,® asi como con otros aislados de D. flagrans los
cuales al ser confrontados contra nematodos de vida libre y
pardsitos gastrointestinales del ganado mostraron porcenta-
jes de depredacion similares a los citados en este trabajo.™

Los resultados obtenidos en el presente estudio, difie-
ren de aquellos citados por Barron quien sefiala que la ca-
pacidad nematdfaga de los hongos se ve disminuida al ca-
bo de algunos meses.! De acuerdo a los resuttados mostra-
dos en la presente investigacién, se concluye que la capaci-
dad nematéfaga de D). flagrans no es afectada cuando se le
mantiene almacenada hasta por un afio a temperatura am-
biente, por lo que, las transferencias de este material biolé-
gico mediante la resiembra de clamidosporas en cajas Pe-
tri, no requieren ser efectuadas a intervalos menores de un
afto, siempre vy cuando las condiciones de asepsia sean las
adecuadas, ademas de que se evite la deshidratacién del
medio de cultivo. Sin embargo, cabe resaltar la convenien-
cia de evaluar esta capacidad nematdfaga compariandola
con aislados mantenidos en cultive en suelo, asi como la de
continuar con este tipo de estudios, evaluando la capacidad
nematofaga a diferentes intervalos y bajo distintos meca-
nismos de preservacién.

El hongo D. flagrans posee una alta longevidad bajo
condiciones de laboratorio sin perder su capacidad depre-
dadora, puesto que al hacer la comparacién de los porcen-
tajes de depredacién que se obtuvieron con el hongo alma-
cenado por un afio contra el hongo proveniente de una
transferencia reciente esta fue similar. Esta caracteristica le
confiere un uso potencial en el control biolégice de nema-
1odos parasitos de importancia en la produccion ganadera.
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