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Resumen

El nematodo Haemonchus contortus es un parasito gastrointestinal que causa grandes
pérdidas en la produccion de rumiantes en todo el mundo, la infeccién por este nematodo
causa anemia y muerte en ovinos jovenes. El tratamiento farmacoldgico contra H. contortus
ha ocasionado resistencia antihelmintica, dafios al ambiente y en salud publica. Una
alternativa de control hacia H. contortus son los hongos nematéfagos (HN), estos
microorganismos desarrollan estrategias morfologicas y metabdlicas para depredar,
destruir y alimentarse de los tejidos de nematodos, también producen enzimas y
metabolitos secundarios que contribuyen a la muerte y degradacion de estos, por lo tanto,
es importante aislar y caracterizar compuestos con actividad antihelmintica. En el presente
trabajo se evaluaron 21 cepas de HN pertenecientes a la coleccion del CENID-SAI-INIFAP.
El principal objetivo fue evaluar la actividad depredadora in vitro de cepas de HN
seleccionados e identificar los grupos de compuestos quimicos asociados a la actividad
nematicida contra H. contortus. De la coleccién de HN se seleccionaron 4 cepas que
mostraron una actividad antihelmintica superior al 30%; estas se identificaron como:
Arthrobotrys conoides (CL25) MTO052369, A. oligospora (Ovi29) MT052370, A.
arthrobotryoides (RM5.2) MT052368 y Purpureocillium lilacinum (Campl) MT052371. Los
porcentajes de depredacion que mostraron estos hongos contra larvas de H. contortus (L3)
fueron: 75, 71, 66 y 52%, respectivamente. Las cepas se cultivaron durante 15 dias en
cultivos de 50 mL de medio papa dextrosa en condiciones estaticas (CE) y agitadas (CA).
La actividad nematicida se encontr6 en los extractos Metanol/Diclorometano 70:30 del
micelio de estas cepas. La actividad nematicida se evalu6 a través de un estudio bio-dirigido
y se obtuvieron los siguientes porcentajes de mortalidad evaluados a las 96 horas: Bajo CE:
CL25=51.9%, Ovi29=60.6%, RM 5.=54.9%; mientras que bajo CA, Campl=77.68%. Para
fines de purificacién de los compuestos se produjeron 20 L de cultivo (CE) de la cepa
RM5.2, mientras que la cepa Camp-1 se produjo en biorreactor. Las fracciones obtenidas
del extracto de P. lilacinum mostraron un efecto inhibitorio contra huevo de H. contortus, las
reuniones de la columna 2 (21-24) mostraron una actividad ovicida del 85 y 95% evaluadas
a 10 y 40 mg/mL respectivamente. Dichas fracciones se analizaron por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) y los compuestos mayoritarios

mostraron la presencia de moléculas derivadas del acido galico y cumarinas.




Abstract

The nematode Haemonchus contortus is a gastrointestinal parasite that causes great losses
in ruminant production throughout the world, infection by this nematode causes anemia and
death in young sheep. Pharmacological treatment against H. contortus has caused
anthelmintic resistance, damage to the environment and public health. A control alternative
against H. contortus infection are nematophagous fungi (NF), these microorganisms
develop morphological and metabolic strategies to predate, destroy and feed nematode
tissues, NF also produce enzymes and secondary metabolites that contribute to the death
and degradation of nematodes. Therefore, it is important to isolate and characterize
compounds with anthelmintic activity. In the present work, 21 NF strains belonging to the
CENID-SAI-INIFAP collection were evaluated. The main objective was to evaluate the in
vitro predatory activity of selected nematophagous fungi and to identify the groups of
chemical compounds associated with nematicidal activity against H. contortus. From the NF
collection, 4 strains were selected that showed larvicidal activity greater than 30%; These
were identified as: Arthrobotrys conoides (CL25) MT052369, A. oligospora (Ovi29)
MT052370, A. arthrobotryoides (RM5.2) MT052368 and Purpureocillium lilacinum (Camp1)
MT052371, the percentages of predation against larvae H. contortus (L3) were: 75, 71, 66
and 52%, respectively. The strains were grown for 15 days in 50 mL cultures of potato
dextrose medium under static (SC) and agitated (AC) conditions. The nematocidal activity
was found in the Methanol/Dichloromethane 70:30 extracts of the mycelium of NF.
Nematocidal activity was evaluated through a directed bioassay. The larvae mortality
percentages evaluated at 96 hours were the following: under SC: CL25= 51.9%, Ovi29 =
60.6%, RM 5.2 = 54.9%; and under AC, Campl = 77.68%. For the purification of the
compounds, 20 L of culture (SC) of the A. arthrobotryoides strain (RM5.2) were produced,
while, P. lilacillum strain was produced in a bioreactor. The fractions obtained from the
Camp1l extract showed an ovicidal effect against H. contortus egg, the reunions in column
2 (21-24) showed an ovicidal activity of 85 and 95% evaluated at 10 and 40 mg/mL
respectively. These fractions were analyzed by high performance liquid chromatography
(HPLC) and the majority compounds suggest the presence of molecules derived from gallic

acid and coumarins.




1. Introduccion

Los nematodos parasitos han ocasionado importantes dafios en la agricultura
(Bernard et al.,2017), en la industria ganadera (Tsotetsi and Mbati, 2003) y en salud
publica (Novaes et al.,2017). Haemonchus contortus es un nematodo hematéfago y
parasita el abomaso de pequefios rumiantes. El tratamiento de este parasito es por
lo regular la administraciéon de antihelminticos quimicos que ayudan a reducir la
parasitosis en los animales, sin embargo, estos tratamientos tienen una desventaja
puesto que generan resistencia antihelmintica contra los farmacos utilizados
comercialmente (Niciura et al.,2019), ademas, generan riesgos potenciales en salud
publica debido al efecto residual de estos farmacos en productos de origen animal
para el consumo humano (Beyene, 2016). Otro punto importante es la
contaminacion del suelo debido a la eliminacion de farmacos en heces de los
animales tratados (Netra et al.,2016). Debido a las grandes desventajas que
conlleva la administracion de los farmacos antihelminticos, investigadores de todo
el mundo se han motivado a desarrollar estrategias sustentables de control, por
ejemplo, el uso de enemigos naturales de nematodos. Algunos controladores
naturales en el suelo, incluyen bacterias (Topalovi¢ et al., 2019), &caros (Aguilar-
Marcelino et al.,2014), nematodos (Aguilar-Marcelino et al.,2020) y un grupo de
hongos microscopicos llamados hongos nematéfagos (HN) (Canhé&o-Dias et al.,
2020).

Los hongos nematéfagos son microorganismos que pueden actuar como
depredadores de nematodos en suelo. También se les ha considerado como
controladores potenciales de nematodos plaga, este hecho es de gran importancia
en la agricultura y en la industria ganadera (Braga y Araujo 2014). Se considera que
los HN son los principales antagonistas de los nematodos en la naturaleza; estos
también participan en la cadena trofica, descomponiento alimentos, ademas
participan durante el ciclo de N, y también se alimentan de materia en
descomposicion (Zhang et al.,2012). Ademds, los HN son microorganismos
saprofitos que en presencia de nematodos transforman sus micelios en un proceso

llamado morfogénesis; en este estado, los hongos producen trampas para capturar,




destruir y finalmente, alimentarse de estos (Nordbring-Hertz 2011). Se han
identificado algunos pasos importantes en este proceso, el paso inicial el hongo
depredador produce sustancias atrayentes que pueden imitar feromonas sexuales
y asi atraer al nematodo presa, 0 bien, moleculas que imitan sefiales del alimento
de los nematodos (Hsueh et al.,2013). Una vez que los nematos son atraidos hacia
las trampas, estas producen polimeros mucilaginosos de superficie llamados
adhesinas, que estadn designadas para adherirse e inmovilizar a los nematodos
(Lipke, 2018). Posteriormente, se inicia un proceso quimico degradativo en el que
participan diferentes enzimas como proteasas de serina, colagenasas, fosfatasas y
quitinasas, el proceso quimico de degradacidn es seguido por una estructura
estratégica llamada “bulbo de infeccion” que penetra en la cuticula del nematodo
para desarrollar posteriormente una hifa invasiva que usa el hongo para obtener
nutrientes del tejido del nematodo (LOpez-Llorca et al.,2008). También se ha
identificado la sintesis de otras moléculas participando en este proceso tales como
proteasas y metabolitos secundarios, estos Ultimos tienen un nimero de actividades
biolégicas como antioxidantes, anticancerigenas, antimicrobianas y nematicidas
entre otras (Degenkolb y Vilcinskas, 2016). Los metabolitos encontrados en HN
principalmente en los géneros Arthrobotrys pertenecen a diversas familias
estructurales, tales como péptidos, sideréforos, alcoholes grasos, amidas de acidos
grasos y ademas se sugiere que la expresion de estos puede ser especie-especifico
(Kuo et al.,2020). Por otra parte, las especies del orden hipocreales como
Purpureocillium de igual manera han mostrado producir una variedad extensa de
metabolitos secundarios en las que se destacan compuestos de las familias
peptidicos, policétidos, terpenoides, esteroides y alcaloides entre otros (Li et
al.,2020). Es importante aislar y caracterizar compuestos con actividad
antihelmintica. En el presente trabajo se evaluaron 21 cepas de HN pertenecientes
a la coleccion del CENID-SAI-INIFAP. El principal objetivo fue evaluar la actividad
depredadora in vitro de cepas de HN seleccionados e identificar los grupos de

compuestos quimicos asociados a la actividad nematicida contra H. contortus.




2. Antecedentes

2.1. Parasitosis gastrointestinal

Los nematodos gastrointestinales ocasionan parasitosis tanto en pequefios
rumiantes, como en ganado mayor, han sido considerados como uno de los
principales causantes de un importante impacto economico a nivel global (Roeber
et al., 2013). Las parasitosis gastrointestinales causadas por nematodos son una de
las principales enfermedades que afectan a la produccién animal y a la salud de
rumiantes en paises en desarrollo, particularmente donde los sistemas de manejo,
nutricion y saneamiento son deficientes (Regassa et al. 2006).

Las parasitosis ocasionan diversos efectos adversos en el tracto digestivo de los
animales, incluyendo inflamacion de la mucosa seguido de un proceso diarreico que
ocasiona un deterioro general de los animales (Jacobson et al., 2020), ademas se
puede observar una reduccion de la ganancia de peso, baja produccién de leche,
deterioro del rendimiento reproductivo, afectacion de o6rganos y en casos de
parasitosis severa, se ocasiona la muerte del animal infectado (Raza et al., 2007).
Estudios recientes han estimado las pérdidas econdémicas de hasta el 40% en la
produccion ovina (llangopathy et al., 2019).

Ademas, las diversas condiciones agroclimaticas, la practica de cria de animales, y
el manejo de pastoreo largo, determina la incidencia y la severidad de varias
enfermedades parasiticas en ciertas areas en las que se presenten las condiciones
gue favorecen el desarrollo y supervivencia de estos parasitos como las que ofrecen
las zonas de clima humedo y templado (FAO, 2001).

La epidemiologia de las infecciones en pequefios rumiantes ya se ha documentado
ampliamente, este hecho ayuda a mejorar las medidas de control de los parasitos,
asi como la mejora animal y decrementar la pérdida de la produccion (Telila et al.,
2014; Bisimwa et al., 2018; Moussouni et al., 2018).

Las principales especies de nematodos que ocasionan las parasitosis
gastrointestinales son diversas y la prevalencia de estos a nivel global puede variar
de una zona a otra, por ejemplo, en un estudio realizado en el Llorin Nigeria, se
analizé la prevalencia de nematodos gastrointestinales, se analizaron 80 muestras

de heces fecales en busca de huevos y larvas encontrando 80 especies de




helmintos, la prevalencia de estos fue la siguiente: Haemonchus contortus
(60.46%), Trichostrongylus spp. (46.44%), Ostertagia ostertagi (42.05%),
Bunostomum phlebotomum (28.87%), Cooperia spp. (24.27%), Oesophagostomum
radiatum (21.97%), Strongyloides papillosus (12.13%), y Fasciola gigantica
(10.67%) (Ola-Fadunsin et al., 2020) En México, la nematodiasis gastrointestinal
afecta a rumiantes de distintas edades, y se presenta en las zonas tropicales,
subtropicales y templadas del pais donde las condiciones de humedad y
temperatura (entre 18 y 33°C con humedad relativa mayor al 75%) son favorables
para la continua proliferacion de estos parasitos (Torres-Acosta y Hoste, 2008;
Lépez et al., 2013). En cuanto a la prevalencia de estos, un estudio en el estado de
Tabasco mostro que las especies de nematodos que mas prevalecen en esta zona
son H. contortus, Cooperia curticei y Trichostrongylus colubriformis, los conteos
promedio de adultos, fueron superiores a 1009, 813 y 335, respectivamente
(Gonzélez et al., 2011). Otro estudio importante lo realiz6 Lépez (2013), en esta
investigacion se determind la prevalencia y conteo de nematodos gastrointestinales
de ovinos destinados al abasto. De igualmanera el estudio se llevo a cabo en un
rastro de Villahermosa, Tabasco, las especies de nematodos encontrados fueron H.
contortus, Trichostrongylus colubriformis, y Cooperia curticei, ademas del cestodo
Moniezia expansa.

Por otra parte, las pérdidas econdmicas también han hecho estragos en especies
superiores, ya que la parasitosis en el ganado ovino ha generado grandes pérdidas
durante los afios 2000-2010 que ascienden a los 44.10 millones de délares, esto se
vio reflejado en la produccién de carne y leche, en esta investigacion mostraron que
los géneros de nematodos responsables de estas parasitosis fueron: H. contortus
spp, Cooperia spp, Trichostrongylus spp, Oesophagostomum spp y Ostertagia spp
(Rodriguez-Vivas et al., 2015).

Estas investigaciones demuestran claramente la alta prevalencia de los nematodos
en ovinos; sin embargo, el nematodo H. contortus es considerado como el parasito
de mayor relevancia a nivel mundial en la produccién ovina y el que causa mayores
pérdidas econdmicas en esta actividad, debido a este, la economia se ve afectada

con pérdidas de mas de 2000 millones de ddlares anuales, lo que representa un




10% de la produccion total (Lépez et al., 2013). Este nematodo es hematéfago, se
localiza en el abomaso (estdmago verdadero) alimentandose de sangre y debido a
esto los ovinos presentan anemia y pérdida de apetito, ademas, en la
sobrepoblacion parasitica, los nematodos irritan y forman nddulos en la mucosa
(Munguia et al., 2013).

2.2. Caracteristicas del parasito Haemonchus contortus

Haemonchus contortus forma parte de la familia Trichostrongylidae, a la que
pertenecen los nematodos parasitos gastrointestinales (NGI) mas frecuentes de
pequefios rumiantes (ovinos y caprinos). Los machos de la especie H. contortus se
caracterizan por tener una longitud de 10 a 20 mm y las hembras entre 18 y 30 mm.
Los machos tienen una capsula bucal rudimentaria y poseen una bolsa copulatriz,
su localizacion en los animales principalmente es en el abomaso (Gallego, 2006).
Se alimenta de la sangre del animal, la cual succiona por medio de un estilete que
mide entre 450-500 pm de longitud y presenta un pequefio gancho en su
extremidad. Comunmente, los nematodos son incoloros, pero esta especie presenta
una coloracion roja en el intestino debido a la sangre de la cual se alimenta. En las
hembras, los ovarios presentan una coloracién blanca alrededor del intestino
(Lukovich, 1968).

2.3. Ciclo biolégico de Haemonchus contortus

El ciclo biologico (Figura 1) consta de dos fases a) Fase externa o pre-parasitica.
Se refiere al estadio de vida libre del nematodo. La fase comienza cuando los
huevos del parasito presentes en el intestino del animal se expulsan al ambiente por
medio de las heces. Entre 24 y 30 horas después, las larvas emergen de los huevos
y se desarrollan hasta el primer estadio, denominado L1, en este, la larva madura
en un periodo de 3 dias a la fase L2. En este segundo estadio, las larvas al ser de
vida libre (no infectantes) pueden alimentarse de bacterias, detritus y protozoarios
qgue hay en el ambiente. Las larvas L2 se desarrollan aproximadamente en 2 dias al
tercer estadio L3, también llamada larva infectante. La larva L3 posee una vaina que

le permite ser mas resistente durante el tiempo que se encuentra en el ambiente.




b) Fase interna o parasitica. Esta fase comienza una vez que la larva (L3) es
ingerida. Generalmente en las mafanas, el pasto de los agostaderos tiene gotas de
rocio, en esta fase, las larvas migran hacia la parte alta de los pastos y permanecen
en las gotas del rocio en espera de ser ingeridas. Si el factor de temperatura
asciende o la humedad desciende, entonces estas larvas optaran por regresar al
suelo, retomando cada mafiana la misma rutina hasta lograr ser ingeridas. Una vez
dentro del rumen, las larvas (L3) pierden su vaina y se desarrollan a L4. Las larvas
L5 migran al abomaso y se convierten en adultos, diferencidndose entre macho y
hembra (Fernandez et al., 1994). Cuando la larva (L3) llega al aparato digestivo,
interactda con diversos estimulos fisioldgicos, principalmente los niveles de bidxido
de carbono, por lo que la larva segrega un fluido que contiene enzimas (incluida la
leucinaminopeptidasa) que actian sobre la vaina liberdndose asi el nematodo de
ella; una vez desenvainada migra del rumen hacia el abomaso penetrando la
mucosa, transformandose en larvas L4 en el interior de las glandulas, ahi
permanecen entre 10 y 14 dias, pero su desarrollo depende de las condiciones a
las que se enfrenten, ya que si no son las adecuadas, la infeccién se puede inhibir.
Posteriormente, las larvas L4 dejan la mucosa y se alojan en el lumen abomasal
para transformarse finalmente en parasitos adultos, hembras y machos. Tras la
copulacién, las hembras comienzan a poner huevos, con lo que se completa el ciclo;
la hembra de H. contortus es muy prolifera y puede producir alrededor de 5,000
huevos al dia (Soca et al., 2005).




Ciclo biolégico del nematodo Haemonchus contortus
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Figura 1. Ciclo biolégico del nematodo Haemonchus contortus. El ciclo biol6gico se divide
en dos fases: interna y externa (Modificado de Soca et al. 2005).

2.4. Productos quimicos utilizados como control parasitario

Las parasitosis se controlan mediante farmacos quimicos que desde hace mucho
tiempo son la alternativa mas facil, puesto que son altamente eficientes. Existen
varios antihelminticos comerciales para combatir a los nematodos
gastrointestinales, entre ellos los Benzimidazoles, las Avermectinas y los agonistas
nicotinicos que son los tres grupos mas usados en rumiantes (Marquez, 2007;
Hoglund et al., 2019).

Los mecanismos de accion de los benzimidazoles ya se han estudiado, estas
moléculas se internalizan en el parasito atravesando la cuticula por difusién. Los

benzimidazoles actlan sobre los microtibulos de las células intestinales y




tegumentarias del parasito, especificamente sobre la molécula B-tubulina por
consiguiente se lleva a cabo un bloqueo de la polimerizacién evitando la formacién
de microtubulos (Lacey, 1990); entre otros efectos, este farmaco también inhibe la
enzima fumarato-reductasa que reduce el glucégeno, esto causa la muerte del
helminto por hambre. La enzima fumarato reductasa no esta en el hospedero, esta
accion selectiva permite tener un margen terapéutico muy amplio. Los
benzimidazoles son eficaces frente a las diferentes fases del parasito (huevos,
larvas y formas adultas) aunque no son tan buenos en larvas enquistadas porque el
acceso es mas dificil. EI Mebendazol tiene una accion diferente al resto de los
compuestos porgue inhibe al parasito de la captacion de glucosa (Mottier et al.,
2006). Los benzimidazoles se emplean en el control de parasitos pulmonares y NGlI.
En el grupo de las tetrahidropirimidinas encontramos a el tartrato de pirantel y
morantel, estos son antihelminticos empleados cominmente en forma de sales. Son
eficientes en contra de NGI, y la forma en que actian es promoviendo la paralisis
muscular debido a la activacién de los receptores nicotinicos excitatorios, de tal
manera que el helminto muere al ser expulsado por el hospedero ya que no es
capaz de fijarse a la pared gastrointestinal (Molinari, 2010).

Las lactonas macrociclicas (LM) han demostrado ser el farmaco con mayor éxito en
la medicina veterinaria, tienen una accion de amplio espectro en cuanto a la accién
parasitaria, fueron aisladas como productos de la fermentacion natural del
actinomiceto Streptomyces avermitilis (Campbell, 1981). Las avermectinas son un
grupo formado por dos grandes familias dependiendo del actinomiceto de cuya
fermentacion proviene, ya sea por S. avermitilis o por S. cyaneogriseus. El nombre
de avermectinas se debe a sus propiedades como anti, verm (vermes) y ect
(ectoparasitos), como nematodos gastrointestinales, pulmonares, tisulares, acaros
de la sarna, larvas de moscas, garrapatas y piojos chupadores (Botana, 2002).

El mecanismo de accion estd ligado a la interacciébn con los canales que se
encuentran cercanos a sitios mediados por acido gamma-amino butirico (GABA).
La ivermectina es parte de los antiparasitarios que actian sobre nervios y células
musculares del parasito. A concentraciones nanomolares, la ivermectina afecta la

moviliad del nematodo, la alimentacion y reproduccion y actla via interaccion
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ligando-receptor en canales de cloro, especificamente regulados por
glutamato.(Cully et al., 1994; Yates et al., 2003).Los canales de cloro regulados por
glutamato (GluCls) no estan presentes en vertebrados y como tal se cree que
confieren el amplio margen de seguridad de IVM; sin embargo, a concentraciones
micromolares, la ivermectina puede interactuar con un amplio rango de canales
regulados por ligandos que se encuentran tanto en vertebrados como invertebrados
incluyendo los receptores GABA, glicina, histamina, y receptores nicotinicos
acetilcolinérgicos (Wolstenholme y Rogers, 2005).

2.5. Impacto de los antihelminticos en el ambiente

Algunos estudios revelan que ciertos antihelminticos se eliminan por medio de las
heces de los animales previamente tratados. Algunos de estos farmacos son toxicos
al ambiente; por ejemplo, la poblacion de insectos copréfagos en las praderas se ve
afectada por la eliminacion de ivermectinas con gran porcentaje del producto alun
activo, este se desecha al ambiente dando como resultado una prolongacion en el
tiempo de descomposicion del estiércol de vacas, caballos y ovinos (Marquez, 2007,
Adediran y Uwalaka, 2015; Hamad et al., 2017).

De los antihelminticos (AH) disponibles actualmente en el mercado, las ivermectinas
son las que causan mayor efecto negativo sobre el ambiente, especialmente en las
poblaciones larvarias de insectos benéficos asociados al estiércol (Lumaret et al.,
2012). Algunos estudios indican que dipteros como Ciclorrafas, se afectan de gran
manera por la ivermectina, provocando toxicidad de hasta 30 dias después de un
tratamiento antihelmintico. Asi mismo, en otros experimentos se observé un efecto
nocivo sobre los escarabajos Onthophagus y Aphodius en estiércol de vacas y
ovejas que habian sido tratadas con organofosforados, benzimidazoles, levamisol
e ivermectina (Marquez, 2003).

Las lactonas macrociclicas ademas de provocar dafios a organismos benéficos
tanto terrestres, como acuaticos (Powell et al., 2018), se ha comprobado que
residiuos de estos compuestos afectan a la flora en el ambiente (Navratilova et al.,
2020).
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Es importante destacar que la ivermectina y productos derivados muestran efectos
indirectos en organismos benéficos aun después de la administracion de un
tratamiento AH, afectando tanto a especies terrestres como acuaticas teniendo
estragos en el crecimiento de plantas, algas e invertebrados (Lumaret et al., 2012).
Por otra parte, algunos de los componentes de los AH pueden permanecer como
contaminantes en animales puesto que se encuentran restos de estos en productos
designados para consumo humano; por ejemplo, carne, leche, queso etc. (FAO,
2004).

2.6. Resistencia antihelmintica

Otra de las principales consideraciones de las drogas empleadas en el control de
parasitos en los rumiantes es el desarrollo de la resistencia antihelmintica que se
genera en los pardsitos, esto disminuye la eficacia de los farmacos y es una
amenaza a la sustentabilidad economica en la produccién de cabras (Sargison,
2011). La resistencia AH se desarrolla enormemente cuando los parasitos generan
mutaciones que los hacen menos susceptibles a los diferentes farmacos AH. Este
fendmeno se conoce como “resistencia antihelmintica multiple”. La ineficiencia de
los antihelminticos comerciales es una situacién real en la actualidad (Saeed et al.,
2010; Sargison et al., 2019). Esta situaciébn motiva a los investigadores de todo el
mundo a montar estrategias de control sobre estos parasitos.

2.7 Alternativas de control de nematodos gastrointestinales

Debido al grave problema que implican las parasitosis gastrointestinales al ganado
y a los efectos secundarios del uso de tratamientos quimicos antihelminticos, se ha
llegado a la necesidad de buscar métodos alternativos de control diferentes al uso
de compuestos quimicos.

Existen diversos métodos de control o medidas preventivas de las parasitosis
gastrointestinales que pueden ser utilizadas como herramientas de control para
lograr reducir de manera eficaz las cargas parasitarias a niveles aceptables que
permitan lograr el potencial zootécnico de los animales, algunas de las estrategias

empleadas incluyen desde el uso de particulas de é6xido de cobre, uso de la
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medicina tradicional, uso de organismos del suelo asi como de antagonistas
naturales, estos incluyen a nematodos, acaros, bacterias y hongos nematéfagos

entre otros (Mendoza de Gives,1999).

2.7.1. Particulas de 6xido de cobre

Las particulas de cobre (POCS) son pequeiios filamentos de cobre contenidos en
una capsula de gelatina, se administran por via oral y llegan al abomaso, en donde
las capsulas se desintegran para liberar los filamentos, mismos que permanecen
atrapados en los pliegues de este 6rgano (Burke et al., 2005). Estas se oxidan para
liberar iones de cobre que provocan la muerte y expulsién de los parasitos del
abomaso. Las POCs presentan una reduccién de la carga parasitaria de H.
contortus entre 75y 90%, con una dosis de 1.7 g de POCs, ademas son persistentes
en un 46%, 35 dias posterior a la dosificacion. Una desventaja de este método es
la alta concentracion de cobre acumulado en el higado de los animales tratados que
puede ocasionar severas intoxicaciones (Galindo-Barboza et al., 2011; Jones,
2020).

2.7.2. Medicina tradicional

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, la medicina tradicional fue
definida como el conjunto de conocimientos, aptitudes y practicas basados en
teorias, creencias y experiencias indigenas de diferentes culturas, sean o no
explicables, utilizados para el mantenimiento de la salud, asi como para la
prevencion, diagndéstico, mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas o
mentales (WHO, 2020).

Las propiedades que poseen las plantas utilizadas en la medicina tradicional se
deben a la presencia de metabolitos secundarios lo que le confiere la cualidad de

su potencial terapéutico (Seca y Pinto, 2019)

2.7.3. Bacterias
Otros microorganismos como las bacterias y hongos nematéfagos han sido de gran

ayuda en la reducciéon de nematodos en el suelo. Las bacterias que se han
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reportado anteriormente son del género Pasteuria, teniendo como nematodos
blanco a Meloidogyne incognita, M. hapla, M. javanica, M. arenaria, Heterodera
elastica, Helicotylenchus pseudorobustus, Rotylenchus capensis, Pratylenchus
brachurus, entre otros (Siddiqui y Mahmood, 1999; Topalovi¢ et al., 2019). Otra
especie muy estudiada por la gran capacidad de citotéxica es Bacillus thuringiensis,
esta es productora de cristales de naturaleza proteica que han sido explorados
como agentes de control de insectos plaga (Heckel, 2020) y contra nematodos
parasitos del ganado (Vazquez-Pineda et al., 2012; Sanders, 2020).

2.7.4. Acaros nemato6fagos

Los &caros nematéfagos son otro grupo de organismos estudiados para controlar a
nematodos. El &caro Lasioseius penicilliger ha sido de gran ayuda para disminuir
tres especies de nematodos en estadios infectantes H. contortus (L3) y nematodos

adultos de Panagrellus redivivus y Rhabditis sp (Garcia-Ortiz et al., 2015).

2.7.5. Hongos nemato6fagos
Algunos organismos estudiados como posibles agentes de control biol6gico son los
hongos nemato6fagos, que tienen la capacidad de atrapar y digerir las formas libres

de los nematodos (Canh&o-Dias et al., 2020).

2.8. Hongos nematofagos: clasificacion, actividad depredadora y uso
antihelmintico

2.8.1 Clasificacion

El phylum Ascomycota es un grupo del Reino Fungi incluye mas de 33,000 especies
descritas. Este se divide en tres Subphylum monofiléticos: Taphrinomycotina,
Saccharomycotina y Pezizomicotyna (James et al., 2006). ElI Subphylum
Pezizomycotina incluye la mayoria de las especies filamentosas productoras de
cuerpos fructiferos. La filogenia molecular agrupa a los Orbiliomycetes y
Pezizomycetes como los linajes tempranos de divergencia del subphylum
Pezizomycotina. Los Orbiliomicetes consisten en un simple Orden (Orbiliales) y una

familia (Orbiliaceae) que incluye organismos que habitan en el suelo, abarcan desde
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climas tropicales hasta los climas mas frios como la Antartida. Yu et al., (2014)
proponen una reclasificacion de tres géneros llamados Arthrobotrys (54 especies),
Drechslerella (14 especies) y Dactylellina (28 especies); se ha encontrado un cuarto
género propuesto por Scholler et al., (1999) al que se le ha dado el nombre de
“Gamsylella”.

2.8.2. Forma de alimentacion

La mayoria de estos hongos pueden vivir como saprofitos. Se cree que estos
organismos al encontrarse en habitats con limitantes de sustancias nutritivas
emplean a los nematodos como fuente de alimento. El hongo nematofago
Duddingtonia flagrans entra en contacto con particulas glucosidicas que forman
parte de la secrecion de las células de descamacion de la epidermis del nematodo,
a la cual se le ha nombrado “nemina”, esta envia una sefializacion en cascada para
llevar a cabo la formacién de estructuras en forma de trampas en el micelio (Braga
y araujo, 2014) que captan, adhieren y consumen a nematodos (Pfister y Liftik, 1995;
Saumell y Fernandez 2008; Hyde y Zhan, 2014). Otra de las grandes razones en el
estudio de estos microorganismos, es la capacidad voraz para controlar a
nematodos en el campo administrandose como controladores biologicos
(Nordbring-Hertz, 2011; Luns et al., 2018).

2.8.3. Desarrollo de 6rganos de captura

La forma de captura de estos hongos dependera de la especie que se trate puesto
gue presentan cuatro estructuras principales: redes, botones y ramas adhesivas,
ademas de una estructura de anillos constrictores (Li et al., 2005). Las especies
formadoras de trampas adhesivas capturan nematodos usando polimeros
extracelulares que acumulan en el sitio de infeccidén; mientras que las especies
formadoras de anillos constrictores atrapan al nematodo por una hinchazén
acelerada por parte de las células circundantes del hongo depredador. En los dos
casos, la cuticula del nematodo es atravesada y dentro de este, el hongo coloniza
al nematodo donde crece un bulbo de infeccion. En el tiempo de penetracion, el

nematodo se paraliza, muere, y asi una hifa crece dentro de éste, las enzimas
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degradan el tejido, los nutrientes quedan disponibles y un nuevo micelio se desplaza

fuera del nematodo (Rosen et al., 1997).

2.8.4. Depredacion Hongo-Nematodo

Los nematodos presentan barreras protectoras: la cubierta de los huevos y la
cuticula en el caso de larvas y adultos. La cubierta de los huevos esta compuesta
por tres capas con diferente contenido proteico: una externa (vitelina y lectinas), una
media (quitina), y una interna (lipoproteinas) (Wharton, 1980). La cuticula del
nematodo es crucial en la movilidad, mantenimiento de la integridad morfologica y
en la proteccion contra enemigos naturales y factores ambientales, tiene tres capas:
cortical, media y basal. La superficie de la epidermis est4 constituida por
carbohidratos y proteinas involucradas en el reconocimiento y especificidad de las
interacciones con diversas especies de hongos (Morton et al., 2004). El mecanismo
de esta depredacion no esta del todo dilucidado. La complejidad de la penetracion
de la cubierta y cuticula sugiere un mecanismo sinérgico en el que; sin duda, se
requiere de vigorosa actividad enzimatica, asi como eventos mecénicos y otros

compuestos bioactivos (Huang et al., 2004; Wang et al., 2006; Yang et al., 2007).

2.8.5. Mecanismos moleculares involucrados en la depredacion de nematodos
El proceso de infeccion de los hongos nematéfagos incluye diferentes pasos:
atraccion/reconocimiento, adhesién, penetraciéon y digestion (Dong et al., 2006). La
atraccion y el reconocimiento de algunos hongos nematéfagos se basa en ciertos
componentes organicos volatiles (VOCs) mediante estos, los nematodos son
atraidos y posteriormente atrapados y digeridos; tal es el caso de Esteya vermicola
que produce compuestos volatiles incluyendo monoterpenos (a-pinene y B-pinene)
y un terpenoide (alcanfor), estas moléculas son similares a las producidas en el
pino, de las que se alimenta Bursaphelenchus xilophilus (PWN) “el nematodo de los
pinos” (Lin et al., 2013).

Por otra parte, los mecanismos moleculares de como los hongos reconocen e inician
la transicién morfolégica todavia no esta bien establecido; sin embargo, se cree que

moléculas como los ascarosidos, una molécula constitutiva liberada de la cuticula
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de muchas especies de nematodos puede llevar a cabo la formacion de trampas en
A. oligospora y especies relacionadas produciendo redes adhesivas
tridimensionales. Esto sugiere que los hongos nematéfagos pueden reconocer a los
nematodos via comunicacion quimica y entonces regular la morfogénesis, esta
involucra multiples vias de transduccion de sefiales para percibir y responder a las
seflales ambientales, asi como para transferir las sefiales a las células. Las
proteinas G son los principales sensores involucrados en un grupo diverso de
procesos bioldgicos en hongos filamentosos incluyendo desarrollo, patogénesis y
respuesta (Lopez-Llorca et al.,, 2008). Se ha reportado que una sefal de
transduccion via proteina G-heterométrica es esencial para la construccion de
anillos constrictores en A. dactyloides. En estos hongos, un activador de proteinas
G y un incremento en el Ca?* intracelular estimula la hinchazén de las células de los
anillos constrictores, en esta investigacion se observé que con el empleo de un
inhibidor de proteinas G, se lleva a cabo una disminucién de la hinchazén en el

anillo constrictor (Chen et al., 2001).

2.8.6. Evaluacién del uso de hongos nematéfagos en el control de nematodos
Duddingtonia flagrans y Arthrobotrys spp. son los depredadores mas estudiados y
efectivos en el control biologico de los parésitos de animales (Braga y Araujo, 2004).
En México, se evaluaron dos cepas de D. flagrans, una mexicana y otra francesa
en un cultivo con larvas de Panagrellus redivivus, se observaron reducciones de
larvas de 98,9% con la cepa mexicana y de 97,7% con una cepa francesa (Flores
etal., 1999). Ademas, se evalué el porcentaje de reduccion de larvas de H. contortus
en pastos mediante la administracion oral de conidios de Dactylaria sp., A.
oligospora y conidios de D. flagrans a ovejas, observandose que D. flagrans es el
microorganismo con mayor habilidad para reducir la poblacién de larvas de
nematodos de H. contortus en heces (Flores et al., 2003). En Francia se observaron
también reducciones de larvas de nematodos en praderas; los resultados de
mortalidad fueron superiores al 90% al evaluar D. flagrans en ovejas infectadas con
Trichostrongylus colubriformis y Teladorsagia circuncimcta (Chartier et al., 2003).

Debido al efecto nematicida que se ha obtenido en el manejo de D. flagrans en el
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campo, diversos investigadores se han dado a la tarea de implementar
dosificaciones de clamidosporas de D. flagrans como una herramienta de control de
nematodos patdgenos en ovinos. El esquema de administracidén consiste en proveer
esporas en geringas (Larsen et al., 1998), capsulas de gelatina (Faedo et al., 1997),
suspension acuosa con esporas (Mendoza-de Gives, 2006) y directamente en
canulas que llegan al rumen (Faedo et al.,, 1998). También se ha evaluado la
administracion de galletas nutricionales conteniendo clamidosporas de D. flagrans
administradas oralmente, al hacer el conteo de larvas infectantes en heces, se
demostré un porcentaje de reduccion letal del 82%, considerandose a D. flagrans
como una excelente via alternativa para el control de la hemoncosis ovina (Aguilar
Marcelino et al., 2016). El control de nematodos gastrointestinales con hongos
nematéfagos es una buena opcién para disminuir los dafios que los nematodos
ocasionan; sin embargo, la principal problematica que presenta este método se
restringe a la falta de un producto en el mercado con un estandar del inéculo y del

medio en el que se cultiva (Ribeiro y de Araujo, 2014).

2.9. Metabolitos secundarios producidos por hongos nematofagos

Hasta la fecha, numerosos hallazgos se han hecho gracias al estudio de los hongos
nematéfagos y a los compuestos secundarios que producen (Li et al., 2007a), estos
presentan diferentes actividades biolégicas en las que se incluyen: antimicrobianas,
antifingicas, anticancerigenas, antivirales, insecticidas y antinelminticas entre otras
(Degenkolb y Vilcinskas, 2016).

En una investigacion llevada a cabo en la Unidad de Biotecnologia del Centro de
Investigacion Cientifica de Tabasco, Veracruz y Yucatan México, se aislaron nueve
cepas fungicas de hongos nematéfagos. Los efectos letales de los extractos de
estas cepas se evaluaron bajo condiciones in vitro contra Meloidogyne incognita
(J2). Se evalué el efecto letal de los liquidos filtrados de los cultivos en contra de
este nematodo, mostrando un porcentaje de mortaliad del 100 % y con extractos
metanolicos se obtuvieron valores superiores al 90 %; esto demuestra que las cepas
Aspergillus sp. 2XA5 y Selenosporella sp. poseen mayor actividad nematicida, La

CEso (concentracion efectiva) mas baja (0.08 mg mL-1) se obtuvo con el extracto
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metanolico de la cepa 2XA7, no identificada. Los resultados obtenidos indican que
la micobiota tropical tiene potencial como agentes de control biolégico de
nematodos fitopatégenos (Gamboa et al., 2015). Recientemente, Acevedo-Ramirez
(2015), encontrd actividad paralizante contra H. contortus al evaluar productos
extracelulares de un filtrado del hongo A. musiformis, este autor asume que este
compuesto es de la familia de las proteasas del grupo de las serinas encontrandolo
con gran potencial antihelmintico.

Diversas investigaciones muestran una amplia produccion de compuestos
antihelminticos derivados de hongos depredadores de huevos, quistes y
nematodos. El Cuadro 1 muestra algunos de los metabolitos aislados de hongos
nematofagos y hongos ovicidas presentando diferentes actividades
(antihelminticas, antibacteriales e insecticidas entre otras)
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Cuadro 1. Metabolitos aislados de hongos nematofagos y hongos ovicidas que presentan diversas actividades

Metabolitos aislados de hongos predadores de nematodos

Metabolito

Acido linoleico
Oligosporon, oligosporol A,

oligosporol B

Flagranones A, B,y C

Talathermophilins AY B

Arthrosporols A, By C

Especie aislada
Arthrobotrys conoides
A. oligospora, A. conoides,

Dactylella brochopaga

A. flagrans

Dactylellina entomopaga

A. oligospora

Concentraciones
empleadas

DL :5-10 pg/mL
50

DL :25 pg/mL
50

100 mg/mL poca
actividad nematicida

Actividad

Antihelmintica: Caenorhabditis elegans

Antihelmintica: Haemonchus contortus
Otras actividades: Hemofilicos, citotoxica

Antihelmintica: H. contortus
Otras actividades:

Antimicrobiana: Bacillus subtilis, Streptomyces
aureofaciens, Escherichia coli y Erwinia carotovora

Fitopatégeno: Pythium cinnamomi, P. ultimum, y
Rhizoctonia solani

400 pg/mL
(inhibicion 38%)

0.5-5 pg/mL

Antihelmintico: Panagrellus redivivus

Precursores de la respuesta depredadora (crecimiento

flngico y regulacion morfologia)
Otras actividades: Antifangicos

Referencias

Stadler et al., 1993a.

Anderson et al., 1995.

Anderson et al., 1999.

Chu et al., 2010.

Zhang et al., 2012.

Metabolitos derivados de hongos que infectan huevos y quistes de nematodos

Metabolito

Phomalactone

Pyrrolobenzoxazine
paeciloxazine

4-(4'-carboxy-2'-
ethylhydroxypentyl)-
5,6-dihydro-6-
methylcyclobuta[b]pyridine-
3,

6-dicarboxylic acid

Aurovertins E, Fy D

leucinostatins

Especie aislada

Pochonia chlamidosporia
Drechslera sp.
Curvularia inaequalis

Paecilomyces sp.

Paecilomyces sp.

Pochonia. chlamydosporia

Purpureocillium lilacinum

Concentraciones utilizadas

500 mg/mL

Rhabditella axei (50 yg/mL)
Culex pipiens: (MIC: 25 pug/mL)
Plutella xylostella:

DL 50: 250 pg/mL

DL :(52.4 pg/mL),
50

M. incognita (47.1 pg/mL),
Bursaphelenchus xylophilus
(167.7 pg/mL)

Aurovertina (D CL : 41.7 pg/mL)
50

Aurovertina (F CL : 88.6 pg/mL)
50

100 pg/mL
(Mortalidad 100% 24h)

Actividad

Antihelmintico
Meloidogyne incognita

Antihelmintico: R. axei

Otras actividades:

Insecticida: C. pipiens pallens (L2)
P. xylostella larva (L3)

Antihelmintico: P. redivivus, M. incognita y B.

xylophilus

Antihelmintico: M. incognita (J2)

Antihelmintico: C. elegans

Referencias

Khambay et al., 2000.

Kanai et al., 2004.

Liu et al., 2009.

Niu et al., 2010.

Martinez y Morales 2015.
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2.10. Cultivo de hongos nematofagos y produccion de metabolitos
secundarios

Para llevar a cabo la produccion y aislamiento de hongos nemat6fagos, se han
descrito algunos medios como: Agar bacteriologico, PDA (papa dextrosa agar),
CMA (agar de harina de maiz) OMA (harina de avena), RDA (agar de estiércol de
conejo) y diferentes medios selectivos. Es importante mencionar que como regla
general, estos medios deben de tener bajo contenido de nutrientes para el
aislamiento y contrariamente, para su incubacion se debe preparar un medio alto en
nutrientes; sin embargo, se ha notado de manera general, que un medio rico puede
producir menor cantidad de conidiéforos (Li et al., 2014). Después del aislamiento,
los hongos nemat6fagos necesitan ser preservados por largos periodos de tiempo
y necesitan ser evaluados cuidadosamente para ser seleccionados como potentes
candidatos de control AH. El mantenimiento en el laboratorio es un requisito basico
para que la actividad permanezca, esto requiere periodos de replicacion, exposicion
del cultivo a condiciones ambientales que puedan llevar a cabo mutaciones
favorables ademas de mejorar la capacidad depredadora (Mota et al., 2003;
Campos et al., 2004). Una de las principales ventajas de usar hongos nematofagos
como controladores biolégicos es la habilidad de estos a sobrevivir por largos
periodos de tiempo bajo condiciones de laboratorio; sin embargo, algunos hongos
aislados pueden perder su actividad depredadora (Braga et al. 2011).

De acuerdo con Nozaki (2004), las condiciones de crecimiento y esporulacion no
siempre son las mismas. Se conoce que algunos medios de cultivo favorecen mas
que otros para ambos fines. Ademas, la actividad depredadora que poseen los
hongos nematéfagos no se asocia con crecimiento micelial o crecimiento fungico
(clamidosporas o micelio). Este hecho es un factor importante en términos de
propagacion y sobrevivencia de estos organismos en condiciones ambientales
(Dackman et al.,1987). Para producir micelio y esporas se han hecho un gran
namero de estudios en funcion de nutrientes del medio de crecimiento, los
principales factores nutrimentales que se han evaluado son las fuentes de carbono

(©), nitrégeno (N) y la relacién C/N en el medio, asi como vitaminas y minerales
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(Suny liu, 2006). Gao en 2014 estudio los efectos de estos nutrientes y encontré en
cultivos de la cepa ARF907 que el mejor crecimiento micelial se obtuvo con una
concentracion de C de 6 g /I y la relacion N/C 160:1. Ademas, menciona que la
mejor fuente de carbono seleccionada es la fructosa con peptona de soya, ya que
en conjunto, mostraron la mejor produccién micelial con el uso de la cepa ARF907.
Algunos investigadores concluyen que el uso de los medios de SD (soya dextrosa)
y CG (granos de maiz) en pH 6.0 y 7.0 en condiciones de agitacion son idéneos
para llevar a cabo alta producciébn de masa de D. flagrans y Monacrosporium
thaumasium (da Silva et al., 2013). En un cultivo en matraz de 50 mL con D. flagrans
1.07 g de masa micelial en pH 6.0 a las 168 h y con M. thaumasium; estos autores
obtuvieron 1.12 g de masa en pH 7.0 a las 48 h.

Como se ha observado, se han usado diferentes medios de cultivo con el fin de
obtener mejor produccion de micelio o esporas; sin embargo, existen grandes
diferencias para ambas condiciones y esto depende en medida de las propias
caracteristicas de la especie de cepa, diferencias nutricionales, condiciones
fisicoquimicas en el medio de cultivo y la relacién con los componentes de la formula
gue se desee emplear (Gao, 2007). De igual manera, en el cultivo micelial se espera
la produccién de metabolitos secundarios; sin embargo, tal produccién depende de
los factores antes mencionados; ademas, se tienen reportes que indican que la
biosintesis de metabolitos esta ligada en funcién del sustrato y las condiciones de
su cultivo (Shinya et al., 2008; Regaieg et al., 2010, Gamboa et al., 2015).

En el Cuadro 2 se muestran algunas condiciones para producir metabolitos en
diferentes medios de cultivo, asi como el método de extraccion de estos. Algunos
de los metabolitos y proteinas aisladas afectan la viabilidad y movilidad de
nematodos patdégenos de plantas (Meloidogyne incognita) y animales (H. contortus
y Angiostrongylus vasorum)

En el presente trabajo de investigacion, el grupo del CENID-SAI-INIFAP cuenta con
una coleccion de hongos nematéfagos que han mostrado actividad depredadora
mayor del 75% contra H. contortus. Algunos de los candidatos existentes
comprenden especies del género Arthrobotrys, Gliocadium y Trichoderma.

Actualmente, se cuenta con alrededor de 100 cepas de hongos nematéfagos de las
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cuales se espera aislar metabolitos secundarios que puedan combatir al nematodo

H. contortus.
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Cuadro 2. Condiciones de crecimiento de cepas, produccion y extraccion de metabolitos secundarios de hongos
nematofagos contra nematodos fitopatdgenos y patégenos en animales

Producto Especie Medio de crecimiento Obtencion Nematodo blanco Dosis Referencia
; ; el Oligosporon A: DL_:25
Oligosporon, Oligosporol At_‘throbotrys Papa q:':ax.trosa(PD) Micelio ' Haemonchus 50 Anderson et al.,
Ay oligospora, Agitacion:200 rpm Extracto: Acetato de contortus (L3) ug/mL 1995
4’5"dihidro-oligosporon A. conoides Cultivo: 7 dias Etilo 4’5"dihidro-oligosporol: :
DL, :50-100 pg/mi
Semillas de mijo, extracto
de levadura, sacarosa, Micelio Inhibicién de la movilidad

Roselipinas 1-5

Aurovertinas A3y A4

Proteasas

3 Proteasas

Proteasas
Grupo: serina

Clonostachys
candelabrum

Pochonya
clamidosphoria

Verticillium
leptobactrum

A. sinensis SF53

A. musiformis

alfalfa, tartrato disodico,
aceite de maiz, y sulfato
de hierro.

28 dias

PD
Agitacion: 180 rpm.
28°C, cultivo: 12 dias

Czapek Dox-Broth
Cultivo: 14 dias

Extracto de levadura,
glucosa, K2HPO4 MgS04,
ZnS04,FeS04, CuSO4
Agitacién 120 rpm

Cultivo: 6 dias

PD
Cultivo: 14 dias

Extracto: Acetona en

agitacion 3h

Liquido filtrado

Liquido filtrado

1/10, Yay 1/2 (viv).

Liquido filtrado
100%

Liquido filtrado

Fracciones utilizadas

al 100%:

Liquido filtrado
Concentrado de
intercambio iénico

(IEX) y de interaccion

hidrofébica (HIC)

H. contortus (L3)

Meloidogyne
Incognita

M. incognita
(Eclosion de
huevos

y J2)

Angiostrongylus
vasorum (L1)

H. contortus (L3)

Concentracion efectiva:
CEgO: 22pg/mL

Aurovertinas A 3:
DL50:88.6 ug/mL

Aurovertinas A 4:
DL50 :41.7 pg/mL

Huevo: 7 dias:

50% inhibicion eclosion
Larvas (J2):

1,4y 7dias >93 %
reduccion letal

24 h
64.3 % reduccion letal

48 h
Dafio en movilidad:
L. filtrado: 38%
IEX: 85%
HIC: 82%
Observaciones: dafio
celular

Ayers et al., 2010.

Niu et al., 2010.

Regaieg et al.,
2010

de Freitas et al.,
2014

Acevero-Ramirez
et al., 2015
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3. Justificacion

Los nematodos gastrointestinales ocasionan grandes pérdidas econdémicas a la
produccién ovina y caprina en México. Haemonchus contortus es el nematodo que
presenta mayor patogenicidad debido a que es hematofago, ocasionando anemia y
muerte en rumiantes jovenes. Los tratamientos comunmente utilizados contra estos
parasitos se basan en el uso periédico de drogas quimicas antihelminticas que si
bien ayudan a reducir las parasitosis; también traen consigo caracteristicas
indeseables como la resistencia antihelmintica, contaminacion de la carne y leche;
ademas de contaminar el suelo a través de la eliminacion de moléculas bio-activas
afectando a organismos benéficos. La presente investigacion plantea la busqueda
de compuestos producidos por hongos nematofagos con actividad antiparasitaria.
Como mostramos anteriormente, existen algunas moléluas ya identificadas como
flagranonas, oligosporones, roselipinas con atividad antihelmintica, estos
antecedentes fortalecen nuestro planteamiento. Contar con metabolitos bio-activos
contra nematodos abrird nuevas alternativas biotecnoldgicas para el control de
nematodos que afectan a la produccién pecuaria en México.
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4. Hipotesis
Los hongos nematofagos producen compuestos con actividad antihelmintica contra

Haemonchus contortus.
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5. Objetivo General

Evaluar la actividad depredadora in vitro de cepas de hongos nematéfagos
seleccionados e identificar los grupos de compuestos quimicos asociados a la
actividad nematicida contra Haemonchus contortus

6.1. Objetivos particulares

1. Identificar morfolégica y molecularmente cepas de hongos nematéfagos
seleccionadas a partir de la coleccion de hongos pertenecientes al
CENID-SAI-INIFAP.

2. Evaluar la actividad depredadora in vitro de los hongos seleccionados
en contra de larvas infectantes de Haemonchus contortus (L3).

3. Evaluar la actividad nematicida in vitro de extractos organicos de los
hongos nematéfagos seleccionados en contra de larvas infectantes de
de H. contortus (L3).

4. Identificar los grupos de compuestos producidos por los hongos
nematéfagos seleccionados asociados a la actividad nematicida contra

H. contortus (L3) a través de técnicas cromatogréficas.
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6. Metodologia
Para la realizacion del presente proyecto, se llevo a cabo la metodologia general que se resume a continuacion (Diagrama
de flujo).

Diagrama de flujo metodolégico

Produccion de cepas de HN seleccionados de acuerdo a la actividad
Coleccion pert iente al CENID-SAI-INIFAP AH contra larvas L3 de H. contortus.
Se obtuvieron 21 cepas de los géneros:
Monacrosporium sp, Arthrobotrys sp, Clonostachys sp, Trichoderma sp y
Purpureocillium sp

Seleccion de las mejores cepas de HN de acuerdo a la actividad AH
mostrada contra larvas L3 de H. contortus.

Tamizaje para la seleccion de cepas con actividad AH contra H. contortus (L3) en
cultivos estaticos

Produccion de las cepas Arthrobotrys arthrobotryoides (RM 5.2) en

Los cultivos se realizaron en los medios: et e
condiciones estaticas.

Czapek-Dox
Papa dextrosa (medio preferente) «
La actividad AH se evalu6 en:
Liquidos filtrados
Extractos de micelios (Actividad encontrada) «

n: 1 Bioensayo Produccion de la cepa Purpureocillium

lilacinum (Camp1) en biorreactor y calculo
de los parametros cinéticos del cultivo.

+ Se evalud la actividad depredadora contra los nematodos H. contortusy P. redivivus.
« Las cepas activas se identificaron molecularmente.

Evaluacion de la actividad AH de los extractos y fracciones de
P. lilacinum producidos en biorreactor contra:

Larvas de H. contortus

Huevos (actividad encontrada)«—

Evaluacion de la actividad AH contra H. contortus (L3) en extractos de micelio
Metanol/Diclorometano (70:30) cultivados bajo condiciones estaticas y agitadas.

Cepas productoras de compuestos AH:

Analisis por cromatografia de capa fina y HPLC de los extractos y

Cultivos estaticos Cultivos agitados fracciones de P. lilacinum producidos en biorreactor.
Arthrobotrys oligospora (Ovi29) P. lilacinum (Camp1) Columna 2 (reuniones 21-24) mostraron la presencia de derivados del
A. conoides (CL25) acido galicoy cumarinas

A. artrobotryoides (RM5.2)
n=3 Bioensayos
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6. 1. Metodologia seccion I:
En esta seccion se incluye la metodologia utilizada para cumplir con los siguientes
objetivos:
1-ldentificar morfolégica y molecularmente cepas de hongos
nematoéfagos seleccionadas a partir de la coleccion de hongos
pertenecientes al CENID-SAI-INIFAP.

2-Evaluar la actividad depredadora in vitro de los hongos seleccionados

en contra de larvas infectantes de Haemonchus contortus.

Algunos puntos importantes que se desarrollaron se enlistan a continuacion:

-Obtencion de material biolégico.

-Evaluacion de la actividad depredadora de las cepas seleccionadas.
-Identificacion morfométrica y molecular de cepas de los hongos nematéfagos
seleccionados y elaboracién de un arbol filogenético taxonomico.

-Elaboracion de cultivos de 50 ml de cepas de hongos nematofagos.

-Produccion a escala y seleccion de cepas de hongos nematéfagos de acuerdo a la
actividad AH mostrada contra larvas de H. contortus (L3).

-Obtencion de liquidos filtrados y micelios.

-Elaboracién de extractos.

6.1.1. Activacion de cepas

De la coleccion de hongos nematéfagos pertenecientes al Area de Investigacion en
Helmintologia del CENID-SAI, del INIFAP, mantenidos bajo condiciones de
criopreservacion en nitrégeno liquido, se seleccionaron 21 cepas que fueron re-
activadas mediante su transferencia a placas de Petri con agua agar, donde
permanecieron durante 1-4 semanas. Una vez que las cepas fueron activadas se
llevd a cabo su analisis taxondmico mediante taxonomia morfométrica tradicional a
través de su genotipificacion. En el cuadro 3, se muestra un listado de las cepas

seleccionadas; asi como su origen y fuente de aislamiento (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Cepas de hongos nematéfagos seleccionados para llevar a cabo la
evaluacion de los metabolitos secundarios responsables de la actividad antihelmintica
contra el nematodo Haemonchus contortus. Se detalla el sustrato y el lugar del que se
aislaron.

Cepas Fuente de aislamiento Lugar de aislamiento
I 1
Monacrosporium eudermatum (Z-2.1) Suelq Ahuatepec
Base de arbol
M. eudermatum (Z-3.3) Composta Ahuatepec
M. eudermatum (Z-3.4) Suelo base de flores Ahuatepec
M. eudermatum (Z-3.6) Suelo base de rieles de tren Ahuatepec
Duddingtonia flagrans (D1) Suelo Veracruz
Arthrobotrys conoides (730) -Hojarasca -
Lecanicillium saksanae (C-LST) Suelo Tepoztlan
L. psalliote (OC-LPJ) Suelo Jiutepec
L. psalliote (CL-O) Suelo Ocuituco
A. arthobotryoides (RM 5.2) Suelo Rancho “Las margaritas Puebla”
Arthrobotrys sp. (JOSS) Suelo seco Tlayacapan Mor. San Agustin
A. conoides (CL25) Heces Ovino Temazcaltepec, Estado de México.
Arthrobotrys sp. (Ovi 4) Heces Ovino Temazcaltepec, Estado de México.
Arthrobotrys sp. (Ovi 21) Heces Ovino Temazcaltepec, Estado de México.
Arthrobotrys sp. (Ovi 22) Heces Ovino Temazcaltepec, Estado de México.
A. oligospora (Ovi 29) Heces Ovino Temazcaltepec, Estado de México.
Arthrobotrys sp. (466) - -
Clonostachys (T3H91) Suelo Campeche
Purpureocillum lilacinum -Hojarasca Campeche
Trichoderma essaux - Campeche
Kehlacer - Campeche

No se conoce el dato (-).
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6.1.2. Obtencion de larvas infectantes de Haemonchus contortus

Las larvas de H. contortus se obtuvieron de las heces de un cordero de la raza
Pelibuey de 4 meses de edad infectado artificialmente con 350 larvas (L3) por kg.
Para la obtencién de larvas infectantes se realiz6 un coprocultivo donde las
muestras de heces (que contienen los huevos de H. contortus) se maceraron sobre
una palangana de plastico, se homogenizaron con agua corriente y hule espuma
para permitir oxigenacion, evitar malos olores y proliferacion de larvas externas. El
coprocultivo se homogeniz6 manualmente tres veces por semana (tiempo en el que
se desarrollan los huevos a larvas (L3).

Las larvas se recuperaron utilizando la técnica de Baermann o método de migracion
larvaria. La muestra de heces se dejé sedimentar en un embudo durante 24 h, en
este se colocd un muiidn de heces disefiado con tela gasa y se cubre con agua. Al
final del embudo se coloca una manguera con un tubo de ensayo de 10 mL, las
larvas migran del cultivo fecal al fondo del embudo pasando a través del mufion.
Para concentrar las larvas (L3), La solucion recuperada se colocé en tubos de 50
mL, se dejaron enfriar a 4°C durante 2 h. Posteriormente, se retir6 el sobrenadante
y finalmente las larvas sedimentadas se filtraron. Las larvas se almacenaron a 4°C
para los bioensayos posteriores.

6.1.3. Lavado de larvas de Haemonchus contortus

Las larvas se lavaron con una solucién de sacarosa al 40%, se colocaron 10 mL de
esta solucion en un tubo falcon y cuidadosamete se agregaron 3 mL de la
suspension de larvas previamente concentradas, se centrifugd a 2500 rpm durante
5 min. El anillo de larvas se colecté y las larvas se lavaron 3 veces durante 1 min a
2500 rpm.

6.1.4. Obtencién de huevo de Haemonchus contortus

Los huevos del nematodo H. contortus se obtuvieron de heces fecales de un borrego
donador previamente infectado. Se colectaron 40g de heces directamente del recto
del animal. Las heces se trituraron con agua, posteriormente los huevos se lavaron
en un sistema de tamices, los huevos quedaron suspendidos en el tamiz de 45
micras. Los huevos de H. contortus se extrajeron por medio de un gradiente de

densidad con sacarosa al 40% donde se colocan 8 mL de una suspension inicial de
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sacarosa 40% y cuidadosamente se afiadieron 5 mL de la suspension de huevo, se
centrifugaron a 3000 rpm y posteriormente se retiro el anillo de huevo de la interfase,
se realizaron 3 lavados con agua destilada mediante centrifugacion.

6.1.5. Obtencién del nematodo de vida libre Panagrellus redivivus.

Se utilizé una cepa del nematodo de vida libre P. redivivus perteneciente al CENID-
SAI INIFAP. Los nematodos se reprodujeron en masa utilizando un medio a base
de avena, previamente cocida durante 5 min. EI medio se inocul6é con 5 mL de una
suspensién acuosa conteniendo un numero indeterminado de nematodos y se
dejaron incubar durante 7 dias a 25-27°C de temperatura en el laboratorio (de Lara
et al., 2007). Después de este periodo, los nematodos fueron recuperados mediante
la técnica del método del Embudo de Baermann (Thiempont et al., 1986). Los
nematodos fueron lavados con agua simple utilizando tamices de 100 micras y
resuspendidos en agua estéril para su uso.

6.1.6. Identificacion fungica a través de taxonomia tradicional (sistema
morfométrico)

Los hongos nematéfagos se cultivaron en placas Petri con medio agar
bacteriologico al 2%. Las cepas de hongos fueron incubadas en agua agar durante
15 dias a temperatura ambiente (25-28°C). Después del periodo de incubacién en
cada caja (n=3) se confrontaron con 1500 larvas de H. contortus (L3) y de manera
separada 1500 especimenes (miscelanea de estadios, incluyendo juveniles y
adultos del nematodo Panagrellus redivivus). Las confrontaciones se realizaron
durante 10 dias. La morfologia y talla de las estructuras de los hongos nematofagos
(conidi6foro, conidios, trampas, hifas y micelio) se observaron bajo microscopio
compuesto (LEICA DM6 B). Las estructuras se fotografiaron bajo aumento de 10X,
20X y 40X y posteriormente se analizaron con ayuda del programa LAS Versiéon 4.9
[Build:129] copyright C ©2003-2016 Leica Microsystems (Switzerland) Limited. Se
fotografiaron 25 conidios de cada cepa. Las clasificaciones taxondmicas se
realizaron segun las claves descritas por Haard (1968), Drechsler (1937), y
Kepenekci et al. (2015).
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6.1.7. Identificacion molecular

Los resultados de la taxonomia tradicional fueron corroborados mediante la
identificacion molecular a partir de la extraccion de ADN de los hongos nematéfagos,
seguido de la prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa utilizando primers:
ITS1 (GGA AGTAAA AGT CGT AAC AAG G) e ITS4 (TCC TCC GCTTAT TGA TAT
GC). Estos oligonucleodtidos se utilizaron para secuenciar regiones ITS1, 5.8S e
ITS2, (White et al., 1990; Castafieda-Ramirez et al., 2016). Las condiciones de la
reaccion de PCR fueron las siguientes: desnaturalizaciéon inicial: 94°C, 3 min;
desnaturalizacion: 94°C, 1 min.; alineamiento: 42°C, 90 segundos; extension:72°C,
90 segundos.; extension final: 72°C, 5 min. Para purificar el producto de PCR
obtenido, se utilizd el kit de purificacion QIAquick Gel Extraction Kit protocol. Los
productos de PCR se visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa 1%. La
secuenciacion de los productos de la reaccion se realiz6 en el Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional Autonoma de Meéxico (IBT-UNAM)
utilizando el secuenciador Applied Biosystems Sequencer (7700). Para realizar el
andlisis de homologia de las secuencias, se utilizé la base de datos de NCBI BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool). Los porcentajes de identidad y alineamientos
se obtuvieron para comparar y confirmar la identidad de las cepas basadas en la

identificacion morfométrica de las cepas aisladas.

6.1.8. Analisis multiple y elaboracion de arbol filogenético

Se realiz6 un analisis multiple en la base de datos GenBank (NCBI) y las secuencias
con un porcentaje de identidad mayor al 90% se analizaron separadamente para
determinar los porcentajes de similitud entre las regiones ITS1, 5.8S e ITS2. Se
analizaron un total de 28 cepas de la base de datos y los alineamientos se
analizaron con el programa CLC sequence Viewer software (Sequencer). El costo
de los gaps y el costo de las extensiones se designaron como 10 y 1
respectivamente. Se genero un fenograma con el uso del algoritmo UPGMA bajo
las mediciones de las distancias de nucleotidos de Jukes -Cantor, los analisis de

bootstrap se realizaron con 100 replicados.
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6.1.9. Evaluacioén de la actividad depredadora

Cada cepa de HN seleccionadas (Arthrobotrys conoides (CL25), A. arthrobotryoides
(RM 5.2), A. oligospora (Ovi 29) y P. lilacinum (Camp1l) se cultivl en cajas Petri con
medio agar bacteriolégico al 2%. Después de 15 dias de cultivo (25-30°C) se
afiadieron 750 larvas de H. contortus (L3) 6 750 nematodos P. redivivus (Miscelanea
de estadios tanto juveniles como adultos) a cada cultivo en cajas Petri. Se colocaron
controles negativos que solo contienen medio agar y nematodos 750 larvas de H.
contortus (L3) 6 750 nematodos P. redivivus. Para colectar las larvas que no se
depredaron, el agar se coloco en un embudo de Baermann con la superficie del agar
de manera invertida. Los tratamientos (T1-T10) se elaboraron como se describe a

continuacion:

Confrontacion durante 11 dias
Cultivo de cepas de HN

durante 15 dias Adicion de 750 larvas Adicién de 750 larvas
de H. contortus (L3) (juveniles) de P. redivivus
A. arthrobotryoides (RM5.2) v Tl v T6
A. oligospora (Ovi29) v T2 v T7
A. conoides (CL25) v T3 v T8
P. lilacinum (Camp1) v T4 v 19
Control Agar (sin hongo) v T5 v T10

Cada unidad experimental consistio en 1 cultivo en caja Petri de cada cepa de HN
+ nematodos 6 1 placas Petri con agar + nematodos. Cada tratamiento conté con

10 unidades experimentales y los tratamientos se repitieron 3 veces.

El porcentaje de larvas recuperadas se obtuvo y se comparo con los grupos control.

La férmula que se utilizé para estimar el porcentaje de depredacién fue la siguiente:
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A=

x 100,
X+Y

Donde “A” es el porcentaje de depredacion, “X” es el promedio de las larvas
recuperadas con hongos, y es el promedio de las larvas recuperadas de las placas
sin hongos.

Analisis estadistico: Los datos se trasformaron mediante la funcién de arco seno
[y = arcosin (sqgrt (s/100)]. Se empled un disefio experimental completamente al azar
para evaluar si existen diferencias significativas entre los tratamientos, se realizo la

prueba de rangos multiples de Tukey mediante el software SAS (versién 9.0)

6.1.10. Produccion de cepas en medio liquido estético.

Para llevar a cabo el crecimiento en cultivo liquido, se transfirieron 3 discos (@=7
mm) del cultivo sélido a 50 mL de los medios liquidos de papa agua (200 g de papa
+ 10 g de dextrosa en 1 L agua) y Czapek-Dox Broth (35 g/L). Se dejaron cultivar
durante 14 dias (25 - 30°C) en fotoperiodo natural (12/12 h) sin agitacién.

Nota: las pruebas de tamizaje de las 21 cepas de la coleccion de HN se realizaron
con los medios liquidos: Czapek Dox y papa dextrosa. La seleccién de cepas de HN
productoras de compuestos bioactivos se seleccionaron con base en los

porcentajes de letalidad mayores al 30%.

6.1.11. Produccién de cepas en medio liquido agitado

Se inocularon 3 discos (8=7 mm) del cultivo sélido en 50 mL de los medios liquidos
de papa agua (200 g de papa + 10 g de dextrosa en 1 L agua). Se dejaron cultivar
durante 14 dias (25 - 30°C) en fotoperiodo natural (12/12 h) en agitacién (150 rpm).

6.1.12. Produccion a escala de los cultivos de hongos nematofagos
seleccionados en condiciones estaticas y agitadas

La produccién a escala de los cultivos estéaticos se realizé en matraces de 1L a
temperatura ambiente (28-30°C). Se colocaron 15 discos de 0.7mm de diametro a

cada cultivo de 300 mL y el cultivo se dejo fermentar durante 15 dias. Los cultivos
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de la cepa P. Lilacinum se colocaron en agitacion durante 11 dias (28 30°C, 150
rpm). Posteriormente, el micelio recuperado se liofilizé y se elaboraron los extractos
correspondientes como se menciona en el punto metodoldgico 7.1.14.

6.1.13. Separacién de liquido filtrado y micelio

Los liquidos del cultivo se obtuvieron mediante filtracion en papel filtro Whatman®
No. 42. Los micelios se liofilizaron, se pesaron, se trituraron y se almacenaron a -
20°C para la futura evaluacion y extraccion de compuestos (Gamboa et al., 2015).
6.1.14. Elaboracion de extractos

Para la elaboracion de los extractos, los micelios liofilizados se maceraron con una
mezcla de disolventes (Metanol/Diclorometano 70:30), la extraccidn se realizd 3
veces durante 24 horas (Gamboa et al., 2016), los extractos se liofilizaron, se

pesaron y se guardaron a -20°C para su futura evaluacion.
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6.2. Seccion metodoldgica ll

En esta seccidn se incluye la metodologia que se utilizé para cumplir con los

objetivos:

3. Evaluar la actividad nematicida in vitro de extractos organicos de los hongos
nematofagos seleccionados en contra de larvas infectantes de de H. contortus
(L3).

4. Identificar los grupos de compuestos producidos por los hongos nematéfagos
seleccionados asociados a la actividad nematicida contra H. contortus (L3) a

través de técnicas cromatograficas.

Los puntos importantes que se desarrollaron en esta seccion se enlistan a
continuacion:

-Evaluacion de la actividad AH mediante Bioensayos.

-Produccion a escala de la cepa A. arthrobotryoides (RM5.2) en condiciones
estaticas y produccion de la cepa P. lilacinum en biorreactor.

-Andlisis por cromatografia de capa fina de los extractos y analisis por HPLC de las

fracciones de P. lilacinum producidos en biorreactor.

6.2.1. Realizacion de bioensayos para evaluar la actividad nematicida de los
liguidos filtrados y extractos de micelios de las cepas de hongos nematéfagos
contra larvas (L3) de H. contortus

Los bioensayos se realizaron en placas de microtitulacion de 96 pozos. La
confrontacién se realiz6 en los micropozos de la placa como se menciona a
continuacion:

Evaluacion de liquidos filtrados: se adicionaron 90 pL del liquido filtrado de cada
una de las cepas y 150 larvas infectantes de H. contortus (L3) contenidos en un
volumen de 10 pL ajustando a un volumen final fue 100 pL. Los controles negativos
fueron: Caldo papa y agua; los controles positivos fueron: lvermectina 5 mg/mL .
Evaluacion de la actividad AH en micelios: se colocaron 90 pL el extracto de micelio
(100 mg/mL) de cada una de las cepas. En cada extracto se confrontaron 150 larvas
infectantes de H. contortus (L3) contenidos en un volumen de 10 pL ajustando a un
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volumen final fue 100 uL. Los controles negativos fueron: DMSO 5% y los controles
positivos: Ivermectina 5 mg/mL. La actividad antihelmintica se evallo a las 24, 48,
72y 96 horas.

El porcentaje de mortalidad larvaria se calculé mediante la siguiente formula de
Abbot:

Porcentaje de mortalidad larval = X grupo control - X grupo tratado

= X 100
X grupo tratado

Donde:
X grupo control = Promedio de larvas recuperadas vivas en el grupo control

X grupo tratado = Promedio de larvas recuperadas vivas en el grupo tratado

Cada unidad experimental se realiz6 en un pozo de la placa de microtitulaciony se
ajusté a un volumen final de 100uL en el que se confrontaron 100 mg/mL del
extracto o Liquido filtrado al 100% y 150 Larvas (L3). Para hacer el andlisis
estadistico, se realizaron tres repeticiones de cada bioensayo (cada uno contd con
4 unidades experimentales).

Analisis estadistico: Los datos se trasformaron mediante la funcién de arco seno
[y = arcosin (sqrt (s/100)]. Se emple6 un disefio experimental completamente al
azar. Para evaluar si existen diferencias significativas entre los tratamientos, se
realizo la prueba de rangos multiples de Tukey mediante el software SAS (version
9.0).

6.2.2. Tamizaje para la seleccion de cepas productoras de compuestos AH.

Los bioensayos se llevaron a cabo como se mencion6 en el punto metodolégico
6.2.1. Se evaluo la actividad AH de los liquidos filtrados sin concentrar y la actividad
AH de los los micelios de 21 cepas de HN de la coleccion del CENID-SAI INIFAP,
las cepas se cultivaron en 50 mL de los medios Czapek dox y papa dextrosa. Este
bioensayo fue preliminar, es decir, cont6 con 1 replica con 4 unidades
experimentales y las cepas que tuvieron porcentajes de letalidad contra larvas L3

mayores al 30% se seleccionaron como productoras de compuestos AH.
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6.2.3. Evaluacién de la actividad antihelmintica de cepas seleccionadas

Se cultivaron las cepas seleccionadas (Arthrobotrys conoides (CL25), A.
arthrobotryoides (RM 5.2), A. oligospora (Ovi 29) y P. lilacinum (Campl) en cultivos
de 50 mL del medio papa dextrosa, las cepas se cultivaron en condiciones: estaticas
y agitadas, la actividad AH de los extractos de micelio se evaluaron como se
describié previamente. Estos bioensayos contaron con 3 réplicas con cuatro

unidades experimentales cada una.

6.2.4. Actividad antihelmintica de liquidos filtrados y extractos de micelios
durante la cinética de crecimiento en fermentador de P. lilacinum (Camp1l)

Los liquidos se colectaron a las 48, 96, 144, 192, 240, 288 y 336 horas de cultivo y
estos fueron utilizados sin diluir. Las confrontaciones contra larva de H. contortus
L3 se llevaron a cabo en placas de microtitulacion como se describid previamente.
Se colocaron 100 pl por pozo de las muestras obtenidas a las 48, 96, 144, 192, 240,
288 y 336 horas y posteriormente se les adicionaron 10 pl de una suspension
acuosa que contenia 150 larvas de H. contortus (L3), a cada bioensayo se les
adicionaron las pruebas control: agua, liquido de papa e ivermectina 5%, las lecturas
fueron registradas a las 96 horas post confrontacién estos bioensayos contaron con

tres réplicas con cuatro unidades experimentales cada una.

Los micelios colectados a las 48, 96, 144, 192, 240, 288 y 336 h de la cinética de P.
lilacinum (Campl) fueron liofilizados, pesados y posteriormente se llevé a cabo una
extraccion de compuestos utilizando los disolventes diclorometano/metanol (30:70).
Para llevar a cabo la evaluacion de efecto AH contra larvas de H. contortus L3, los
extractos se ajustaron a una concentraciéon de 100 mg/mL, y posteriormente se
realizaron los bioensayos como se describié previamente, cada bioensayo cont6
con sus controles correspondientes: agua, DMSO 5% e ivermectina 5 mg/mL;
mientras que las lecturas se registraron a las 96 horas post confrontacion. Cabe

mencionar que las evaluaciones de la actividad AH, tanto en liquidos filtrados como
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extractos de micelio, fueron realizaron por triplicado (cada repeticion contd con

cuatro unidades experimentales).

6.2.5. Evaluacion de la actividad AH del liquido filtrado liofilizado y extractos
de micelio de la biomasa de P. lilacinum (Campl) en fermentador

Al término de cada fermentacion, los productos como liquido y biomasa (micelio) se
recuperaron por filtracion con papel Whatman® N° 42. El liquido fue recuperado y
10 mL de cada fermentacion se liofiliz6. Posteriormente, se evalud la actividad AH
ajustando los liquidos liofilizados a una concentracién de 100 mg/ml.

Por otra parte, los micelios se recuperaron, se les retir6 el liquido restante por
filtracion, posteriormente la biomasa se liofilizé y para determinar el rendimiento esta
se peso. Para llevar a cabo las extracciones se siguio la metodologia descrita en el
punto metodoldgico 7.1.14.

Las muestras se liofilizaron y los extractos se ajustaron a una concentracion de 100
mg/mL. Los bioensayos se realizaron como se describié previamente y cada
bioensayo cont6 con sus respectivos controles, estos fueron realizaron por triplicado

(cada repeticion cont6 con cuatro unidades experimentales).

6.2.6. Evaluacién de la actividad AH de las fracciones obtenidas de la columna
1 del extracto Metanol/Diclorometano (70:30) de P. lilacinim (Campl) contra
huevos y larvas infectantes de Haemonchus contortus

Los bioensayos realizados con las fracciones del extracto Metanol/Diclorometano
(70:30) de la cepa P. lilacinim (Campl) se disefiaron como se describe en el punto
metodoldgico 7.2.1. Las fracciones y reuniones se confrontaron a una concentracion
de 40 mg/mL durante 96 horas contra larvas L3.

Los bioensayos en huevo se realizaron en placas de microtitulacion como se
describié previamente, se agreg6é un volumen final de 100 pyL conteniendo 200
huevos de H. contortus. Los productos que se evaluaron en este bioensayo fueron
las fracciones obtenidas del extracto Metanol/Diclorometano (70:30) (columna 1) en
las siguientes concentraciones: 40, 30, 20 y 10 (mg/mL). Los bioensayos contaron

con el control negativo agua. El bioensayo se dejo confrontar durante 48 horas 25-
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28 °C. Las reuniones utilizadas fueron: 17-20 y 21-24 las concentraciones utilizadas
fueron: 40, 30, 20 y 10 (mg/mL).

La estimacion de la inhibicion de la eclosion, se obtuvo calculando el promedio de
Larvas L1 y promedio de huevo no eclosionado. Se analizaron 10 alicuotas de la
solucion de los bioensayos de 5 pl cada una, la diferenciacién visual de huevos y
larvas L1, se realiz6 en microscopio compuesto con objetivos 4X y 10X (Coles et
al., 1992).

Cada bioensayo contd con sus respectivos controles, estos fueron realizaron por

triplicado (cada repeticién conté con cuatro unidades experimentales).

Analisis estadisticos. Los datos se trasformaron mediante la funcion de arco seno
[y = arcosin (sqrt (s/100)]. Se emple6 un disefio experimental completamente al
azar. Para evaluar si existen diferencias significativas entre las concentraciones
utilizadas, se realizd la prueba de rangos multiples de Tukey mediante el software
SAS (version 9.0)

6.2.7. Produccion de P. lilacinum (Campl) en fermentador

La produccién en masa de la cepa P. lilacinum (Campl), se realiz6 en un
fermentador de 7 L equipado con una turbina Rushton (diametro del
impulsor/didmetro del tanque= 0.4), el volimen de trabajo es de 5 L, el volimen de
aire constante se regulé a 1 vwvm (velocidad por volumen de aire por minuto). Se
mantuvo una velocidad de agitacion de 150 rpm, 25-29° C. Para llevar a cabo el
seguimiento de la produccion de la biomasa y mediciones de pH y actividad AH se
tomaron muestras de 50 mL cada 48 horas durante 14 dias. Para lograr una
produccion de 20 L de la cepa P. lilacinum (Campl), se prepararon cuatro réplicas
de 5L cada una.

6.2.8. Preparacién del in6culo para la produccion de la cepa P. lilacinum
(Campl) en fermentador

El inoculo utilizado, consistié en un cultivo de 150 mL de caldo papa-dextrosa en un
matraz Erlenmeyer, en el que se inocularon 9 discos (7 mm @) de un cultivo de agar-

bacteriologico al 2% de P. lilacinum (Camp1l) cultivado durante 14 dias. El in6culo
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fue agitado en un homogeneizador de matraces a 150 rpm durante 7 dias.
Posteriormente, el indculo se vacio en el fermentador que contenia un volimen de
5 L de trabajo de caldo papa-dextrosa.

6.2.9. Determinacion del peso seco de la biomasa durante la cinética de
crecimiento la cepa P. lilacinum (Camp1l) en fermentador

Para llevar a cabo la estimacion de la biomasa se utilizé el método gravimétrico en
peso seco (g/L). Se tomaron 50 mL del cultivo del fermentador durante 48, 96, 144,
192, 240, 288 y 336 horas del cultivo. Para la determinacion de la biomasa en peso
seco, la biomasa contenida en este volumen fue centrifugada a 2500 rpm, 10 min.,
el liquido se recuperé y se congeld a -20°C. Por otra parte, el micelio fue separado
de los residuos del medio de cultivo y fue liofilizada para pesarse en balanza
analitica. Cabe mencionar que dicha cinética tuvo cuatro réplicas experimentales.
6.2.10. Célculo de parametros cinéticos y estequiométricos mediante un
modelo logistico de crecimiento

Un modelo logistico simple se empled para describir el crecimiento celular, con el
objetivo de determinar con més precision la velocidad especifica de crecimiento,
este modelo se empled para resolver las ecuaciones de produccién y consumo de

sustrato, mediante la siguiente expresion:

X X
—:ymaxX(l— )

at Xmax
Donde:
X X
Ht= nXmax - X + (lnX_O_ 1)
Integrando para X, = X (t=0).
_ X X
Mt = nXmowc -X (lnX_o_ 1)
Donde:
.(:
"~ Xmax

y (b) es el intercepto.
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La velocidad especifica de crecimiento (1) fue calculada por regresion lineal de
(X*/1-X*) contra tiempo, el coeficiente angular de la tendencia lineal corresponde al

valor de (p).

6.2.11. Realizacion de placas cromatograficas

Se realizaron placas TLC (Thin Layer Cromatography) con los extractos
metanol/diclorometano (70:30) de cada una de las cepas activas. Las muestras se
corrieron en placas TLC de fase normal y fase reversa, estas se visualizaron con
lampara de UV a una longitud de onda de 256 y 365 nm UV. Las placas se revelaron

con reactivos 4-hidroxibenzaldehido y reactivo para flavonoides.

6.2.12. Andlisis del perfil fitoquimico en capa fina de los extractos
metanol/diclorometano 70:30 de las cepas Arthrobotrys conoides (CL25), A.
arthrobotryoides (RM 5.2), A. oligospora (Ovi 29) y P. lilacinum (Camp1)

El sistema de corrida en capa fina para la fase normal fue: diclorometano/metanol
(9:1) y el sistema de elucion para la fase reversa fue: agua/acetonitrilo (8:2). En la
fase normal se utilizoé un control estandar de acido ursolico y para la fase reversa se
utilizo el estandar control rutina.

Los estandares utilizados fueron 3-citosterol, acido ursdlico, apigenina y luteonina.
Las placas se observaron a una longitud de onda de 256 y 365 nm UV. Las placas

fueron reveladas con el reactivo para flavonoides y 4 hidroxibenzaldehido.

6.2.13. Analisis en cromatografia de capa fina de las fracciones del extracto
de la cepa P. lilacinum (columna 1)

Las fracciones resultantes se corrieron en placas TLC en diferentes sistemas de
elucién, las fracciones 17-22: Diclorometano/Metanol (8:2), las fracciones 23-30:
Diclorometano/Metanol (5:5), y fracciones 31-35 (Metanol 100%). Las placas se
revelaron con 4 hidroxibenzaldehido y reactivo para revelar flavonoides, el revelado

se comparo con un control estandar 3 citosterol.
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6.2.14. Fraccionamiento del extracto Metanol/Diclorometano (70:30) de P.
lilacinum y analisis en placas TLC (columna 1)

El fraccionamiento se llevé a cabo bajo un sistema de fase normal, donde se
utilizaron 150g de silica gel. Las fracciones se colectaron en un volimen de 100 mL,
y el sistema de elucion se realizé en polaridad creciente: Diclorometano/Metanol
100, 90:1, 70:30, 50:50 y metanol 100. Cada fraccion se analiz6 por el método de
cromatografia en capa fina (CCF).

6.2.15. Fraccionamiento en fase reversa de las reuniones 21-24 (Columna 2)
Se reunieron 250 mg de las fracciones activas (20-24). Las reuniones se
adsorbieron en 2 g de silica gel fase reversa, posteriormente, se empacd en una
columna conteniendo 8g de silica gel empacada con metanol100%. El
fraccionamiento se realizdé con los disolventes Agua/Acetonitrilo. Las fracciones
eluidas fueron las siguientes:1-7 (agua 100%); 8-15 (95:5); 16-20 (9:1), 85:15 ()21-
24; 25-30 (7:3); 31-43 (6:4); 44-52 (100% Acetonitrilo).

6.2.16. Analisis de los compuestos obtenidos por cromatografia HPLC

El analisis cromatografico se llevd a cabo utilizando un equipo de HPLC
(Cromatografia de liquidos de alta resolucién). Se utiliz6 un médulo de separacion
Waters 2695, equipado con un detector de matriz de fotodiodos Waters 996 y los
cromatogramas se analizaron con el software EmpowerPro (Waters Corporation,
Milford, MA, EE.UU.).

La separaciéon de los compuestos se realizé en una columna Supelcosil LC-F (4,6
mm 50 mm), con un tamafo de particula de 5um, (Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA,
EE. UU.). La fase movil consisti6 en una solucion acuosa acuosa de &cido
trifluoroacético al 0,5% (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B). Las condiciones
de los gradientes fueron: 0-1 min, 0% B; 2-3 min, 5% B; 4-20 min, 30 % B; 21 a 23
minutos, 50% B; 24 a 25 minutos, 80% B; 26 a 27 100% B; 28 a 30 minutos, 0% B.
El flujo se mantuvo a 0.9 ml/min. El volumen de inyeccion fue de 10uL. Rl detector
de matriz de fotodiodos se fij6 a una longitud de onda de 280 y 300 nm para la

identificacion de compuestos fendlicos.
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7. Resultados

7.1. Resultados preliminares (pre-seleccion) de filtrados con actividad
antihelmintica obtenidos de cultivos de hongos nemat6fagos en medios papa
dextrosay Czapek Dox contra Haemonchus contortus (L3)

Los resultados preliminares de los filtrados de hongos nematofagos cultivados en
medios Czapek-Dox y papa dextrosa, en su mayoria no presentaron actividad AH,
sin embargo, los filtrados de tres cepas mostraron actividad a las 120h: Arthrobotrys
sp. (466) , Trichoderma esaux, y Arthrobotrys conoides (730), los porcentajes de
letalidad mostraron valores debajo del 20%. Los hongos restantes no mostraron

actividad nematicida.

7.2. Resultados preliminares (pre-seleccién) de extractos
(metanol/diclorometano 70:30) de micelios de hongos nematéfagos cultivados
en caldo Czapek Dox y papa dextrosa contra Haemonchus contortus (L3)

Los resultados de los extractos (metanol/diclorometano 70:30) obtenidos a partir de
micelios de los hongos cultivados en medio Czapek-Dox que mostraron la mayor
actividad nematicida in vitro correspondieron a las cepas: Arthrobtrys sp (466) con
un 51.8%; seguido de A. conoides (730) con un 32.0% de actividad letal. El extracto
obtenido a partir del hongo Clonostachys sp. (T3H91) mostré una actividad del 20%.
El resto de los extractos no mostré efecto nematicida.

Los porcentajes de mortalidad in vitro de larvas infectantes de H. contortus
expuestas a extractos (metanol/diclorometano 70:30) de los micelios de hongos
nematofagos cultivados en medio PD se muestran en el Cuadro 4. Las cepas cuyos
extractos mostraron actividades superiores al 80% fueron A. oligospora (Ovi29)
(98.2%) y Arthroborys sp. (JOSS) (83%); seguidas de P. lilacinum (Campl) (62%) y
A. conoides (CL25) (42.7%) y las actividades mas bajas correspondieron a las cepas
A. oligospora (HSCSH) (38.02%), L. saksanae (LS-T) (30.1%) y A. artrobotryoides
(RM5.2) 21.94%.
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Cuadro 4. Resultados preliminares sobre el monitoreo de la actividad nematicida in
vitro de extractos (diclorometano/metanol 30:70) de cultivos de hongos nematofagos
en medio papa dextrosa contra larvas infectantes de Haemonchus contortus
después de 48,y 72 h

Actividad nematicida (%)

Cepas
48 h 72 h
Duddingtonia flagrans (D1) 45+2.949 35+1.3f
Arthrobotrys arthrobotryoides (RM5.2) 12.0 +2.3 ¢de 21.9+10.4 9¢f
Monacrosporium eudermatum (Z- 2.1) 7.4 +2.8°de 8.8 +2.9 ¢
M. eudermatum (Z-3.3) 7.4 +3.8 °de 47+36°
M. eudermatum (Z-3.4) 8.8 +5.1 °de 10.4 +4.3 ©f
M. eudermatum (Z-3.6) 5.1 +1.5 cde 7.6+4.7°
Arthrobotrys oligospora (HSC SH) 11.8 +7.8 Cde 38.0 +27.2 ¢de
Arthrobotrys sp. (JOSS) 25.8+6.8° 83 +9.9 2
A.conoides (CL25) 17.7 +9.4 Pd 42.7+8.6 %
A. oligospora (Ovi29) 96.7+0 @ 98.2+0°2
Arthrobotrys sp. (Ovi 4) 3.5+7.49% 16.0 +10 def
Arthrobotrys sp. (Ovi 21) 1.1+4°¢ 7.2+7.8°¢
Arthrobotrys sp. (Ovi 22) 3+1.7°¢ 11 +2.4 def
Arthrobotrys sp. (466) 09+0.7¢ 1+0.7F
A. conoides (730) 20+29°¢ 0+0f
Purpureocillum lilacinum 19.8 +5 Pd 62 +31.5 °°
Lecanicillium saksanae (C-LST) 17.1 +14.7 30.1 +18.7 °def
L. psalliote (OC-LPJ) 48+39° 6.8 +3.2 °f
L. psalliote (CL-O) 0+0° 0+0f
Clonostachys sp. (T3H91) 0.5+0.6 © 9.0+3.6°f
Trichoderma essaux 1.5+6° 8.7+1.9°
Control DMSO 0.87+0.8 © 0.86+0.7f
Control Ivermectina 100 @ 1002

n=1. + desviacién estandar. Medias dentro de cada columna con distinta letra indican diferencias significativas

(p < 0.05). Partes sombreadas :extractos de las cepas que tuvieron una actividad AH mayor al 30%.

7.3. Identificacion de hongos nematd6fagos mediante taxonomia tradicional

Las caracteristicas morfoldgicas observadas en cada una de las cuatro cepas de
hongos nematofagos seleccionados; asi como las medidas de conidios y
conidiéforos y el tipo de 6rgano de captura, se muestran en las Figuras 2-5. Los
hongos identificados correspondieron a las especies A. arthrobotryoides (RM5.2);

A. conoides (cepa CL25); A. oligospora (cepa HSCSH) y A. oligospora (Ovi29) y una
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mas que correspondid a P. lilacinum (Campl) (hipocreales). Las medidas de los
conidios, incluyendo promedios y rangos de largo y ancho; asi como la descripcion
de la forma de conidios y conidioforos, tipo de trampas y presencia o ausencia de

clamidosporas, se muestran en el cuadro 5.

Cuadro 5. Caracteristicas morfométricas de las cepas Arthrobotrys
arthrobotryoides (RM 5.2), A. conoides (CL25), A. oligospora (Ovi29) y
Purpureocillium lilacinum (Camp1).

Mediciones de conidios

Especie I 1 observaciones generales
Promedio Rango
(Hm)
I Arthrobotrys I Largo: 20.8 17.6-24.1 I Conidios ovoides, >15 conidios I
arthrobotryoides Ancho:  11.2 6.4-12.7 Conidioforo geniculado
(RM5.2) Septo: 8.6 9.1-125 Presencia redes adhesivas y

Trampas 3D no presenta clamidosporas

A.conoides (CL25) Largo: 20.8 176-24.1 Conidios ovoides, presencia de clamidosporas y
Ancho: 11.2 6.4-12.7 redes y trampas adhesivas 3D

Septo: 8.6 9.1- 125

A. oligospora (Ovi29) Largo: 214 19.1- 222 Conidios septados (1), alargados ovoides,
Ancho 11.8 114-125 presencia de trampas y redes adhesivas 3D
Septo 8.6 6.7 - 10.0

Purpureocillium Conidios El cultivo presenta coloracion lila,

lilacinum (Campl) Largo: 3.4 3.23-3.48 Microconidios ovoides, las fidlides son gruesas e
Ancho 24 1.94-28 hinchadas. Presenta clamidosporas
Fialides
Largo: 9 7-12.7

47



Figura 2. Micromorfologia de Arthrobotrys arthrobotryoides (RM5.2). Presencia de conidios hialinos y
ovoides (D); Conidioforo geniculado (C), Presencia de redes adhesivas y Trampas 3D en respuesta a
nematodos Ay B.
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Figura 3. Micromorfologia de Arthrobotrys conoides (CL25). En respuesta a nematodos, se observa
depredacion (A) y trampas y redes tridimensionles (B). Los conidiéforos se observan en racimos (C) y en
D se observan los conidios ovoides y hialinos.




.

_

3 . B

Figura 4. Micromorfologia de Arthrobotrys oligospora (Ovi 29). Se observa depredacion en respuesta a
nematodos (A), en B se muestran las trampas adhesivas y redes tridimensionales. En C se muestran los
conidiéforos y en D se observan conidios ovoides hialinos.
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Figura 5. Micromorfologia de Purpureocillium lilacinum. En A se observa depredacion y atrofia larvaria y
conidiéforos en B.

7.4. Identificacion molecular de las cepas A. arthrobotroides (RM5.2), A.
oligospora (Ovi29), A. oligospora (HSCSH), A. conoides (CL25) y P. lilacinum
(Campl)

Para conocer la identidad de cepas faltantes, se lograron identificar las 5 cepas que
tuvieron efecto AH y altos niveles de depredacién in vitro contra H. contortus y P.
redivivus, estas se identificaron como A. arthrobotroides (RM 5.2) 663 pb, A.
oligospora (Ovi 29) 661pb, A. oligospora (HSCSH) 661pb, A. conoides (CL25) 635
y P. lilacinum (Campl) 567 pb. Las secuencias derivadas de los productos de PCR
que se muestran en la Figura 6. Las secuencias derivadas de los productos de PCR
fueron analizadas mediante homologia y los porcentajes de identidades del 99-
100% que se obtuvieron al hacer el BLAST en la base de datos NCBI fueron
considerados para compararlos con los genes de las siguientes regiones: regiones

parciales del ITS1, regién completa de 5.8 S, y regién completa de ITS 2.
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Figura 6. Fotografia de los productos de PCR de las cepas en estudio. 1)
Arthrobotrys arthrobotryoides (RM 5.2) 663pb, 2) A. oligospora (Ovi 29) 661pb,
3) A. oligospora (HSCSH) 661pb, 4), A. conoides (CL25) 635 y 5)
Purpureocillum lilacinum 567 pb.

Las secuencias de los productos de PCR de las cepas obtenidas se reportaron y se
publicaron en la base de datos del NCBI con los siguientes nimeros de acceso:
MT052368 para A. arthrobotryoides, RM5.2, MT052369 para A. conoides CL25,
MT052370 para A. oligospora Ovi29 y MT052371 para P. lilacinum Campl. En el
cuadro 6 se muestran los porcentajes de similitud de las 5 cepas de hongos
nematofagos se compararon a través de su secuencia nucleotidica de las regiones
18S, ITS1, 5.8S e ITS2.
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Cuadro 6. Porcentajes de similitud de las cepas de hongos nemat6fagos en estudio
comparados con las cepas con mayor porcentajes de similitud mostrados para las
regiones 18S, ITS1, 5.8S e ITS2 reportados en la base de datos del NCBI

Numero de acceso del

Cepas Similitud % Covertura NCBI de las cepas

comparadas

99.05 100 MH857262.1

Arthrobotrys arthrobotryoides (RM5.2) 99.05 100 MNO14048.1
99.04 98 EU977508.1

100 98 KX683419.1

A. conoides (CL25) 100 98 JX9124941.1

99.8 95 JN191309.1

99.8 100 KC663625.1

A. oligospora (Ovi29) 99.68 100 MF926589.1

99.68 99 KC663626.1

99.81 100 MK952526.1

Purpureocillium lilacinum (Camp1) 99.81 99 MK729128.1
99.81 99 MH430168.1

7.5. Clasificacion filogenética de las cepas de hongos nematofagos
identificadas utilizando las secuencias de las regiones 18S, ITS1, 5.8S e ITS2
Se generdé un fenograma que incluyé las cinco cepas de hongos nematéfagos y las
secuencias fueron comparadas con las secuencias registradas en la base de datos
de NCBI, cuyos porcentajes de identidad fueron del 99-100%. Se muestra una clara
separacion entre las especies A. oligospora, A. conoides, A. artrobotryoides y P
lilacinum (Campl). En el caso de A. arthrobotryoides (RM 5.2) existe una identidad
importante con la cepa A. vermicola EU975508; sin embargo, los analisis
morfolégicos agruparon a esta cepa dentro de la especie A. arthrobotryoides (Figura
6).
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Purpureocillium lilacinum MK723999.1
Purpureocillium lilacinumMK724000.1
Purpureocillium lilacinumMH430168.1
Pumpureocillium lilacinum (Campeche) *
Pumpureocillium lilacinumMK952526.1
Pumpureocillium lilacinumMK729128.1
Arthrobotrys vermicola MN014048.1
Orbiliaceae sp. KX953587.1

Arthrobotrys arthrobotryoides MH857262.1

Ascomycota sp. KU535751.1
Arthrobotrys arthrobotryoides (RM 5.2) *
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Arthrobotrys vermicola EU977508.1

69— Arthrobotrys conoides KX683419.1
b Arthrobotrys sp. KR908779.1

68

69

Arthrobotrys conoides JX912941.1
Arthrobotrys conoides JN191309.1
Arthrobotrys conoides (CL25) *

Arthrobotrys conoides MF926590.1

100

.7 o —

58
100

Arthrobotrys conoides AY773455.1
Arthrobotrys conoides MF948387.1

M Arthrobotrys sp. HQ649929.1

71 - ‘e Arthrobotrys oligospora MF926589.1

Arthrobotrys oligospora KC663625.1
Arthrobotrys oligospora (HSCSH) *
Arthrobotrys oligospora (Ovi 29) *

100 —————Arthrobotrys oligospora MF926587.1

b Arthrobotrys oligospora MF926585.1

Arthrobotrys oligospora KC663626.1

Figura 6. Fenograma generado utilizando las regiones ITS1 secuencia parcial; 5.8 e ITS2. Se
incluyen las secuencias de cinco cepas de hongos nematéfagos aislados (*) y las secuencias

homélogas con diferentes niveles de similitud

7.6. Actividad depredadora

Haemonchus contortus (L3) y Panagrellus redivivus

in vitro de hongos nematéfagos contra

En el cuadro 7 se puede observar que los porcentajes de reduccion con el nematodo

H. contortus estuvieron en un rango del 55% al 75%, mientras que la respuesta

depredadora hacia el nematodo P. redivivus fue cerca del 100% Cuadro 8 en todas

las cepas.
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Cuadro 7. Porcentaje de depredacion de nematodos Haemonchus contortus (L3) y después de
11 dias de confrontacion contra las cepas aisladas de hongos nematéfagos.

Haemonchus contortus

cepa Promedio de larvas del Promedio de larvas del Reduccion larvas (%)
grupo control grupo tratado
Arthrobotrys conoides (CL 25) 123.6 £7.2 31 +25.6 75+21.22
A. oligospora (Ovi 29) 180.3 £95.2 57.6 +48.2 71+14.1 @
A. arthrobotryoides (RM 5.2) 180.3 £95.2 77 £90.7 66.1 +27 2
Purpureacillium lilacinum (Camp1) 100 +44.6 47 19 b2+4.1@

Nota: () SD. N=3. Medias dentro de cada columna con distinta letra indican diferencias significativas (p < 0.05)

Cuadro 8. Porcentaje de depredacion de nematodos Panagrellus redivivus después de 11 dias
de confrontacién contra las cepas aisladas de hongos nematéfagos

Panagrellus redivivus

Cepa Promedio de larvas del Promedio de larvas del Reduccion larvas
grupo control grupo tratado (%)
Arthrobotrys conoides (CL 25) 953.6 +46 1.3+2.3 99.8+0.22
A. oligospora (Ovi 29) 848.6 +£189.8 0.6 £0.6 99.9+02
A. arthrobotryoides (RM 5.2) 953.6 +46 3.6 +3.2 99.4 +0.12
Purpureocillium lilacinum (Camp1) 851.6 +184.8 27.3+35.3 96.3+2.82

Nota: () SD N=3. Tukey: Medias dentro de cada columna con distinta letra indican diferencias significativas (p < 0.05)

7.7. Actividad nematicida de extractos de hongos nematofagos cultivados
bajo condiciones estéticas y agitadas

Los extractos de micelios de las cepas de HN con actividad nematocida mayor al
30% fueron seleccionados. Los resultados de la actividad nematicida de extractos
(Metanol/Diclorometano 70:30) obtenidos a partir del micelio de hongos
nematofagos cultivados bajo condiciones estaticas y de agitacion se muestran en el
Cuadro 9. Los extractos obtenidos (bajo condiciones estaticas) de las cepas A.
oligospora (Ovi 29), A. conoides (CL 25) y A. arthrobotryoides (RM 5.2) mostraron
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las siguientes actividades nematicidas: 71.56%, 77.1% y 83.67% respectivamente,
a las 96 horas de confrontacion (p<0.05). Los extractos de las cepas P. lilacinum
(Campl) y L. saksanae (CLS-T) no mostraron porcentajes significativos de
mortalidad. Los porcentajes de mortalidad en condiciones agitadas de las cepas A.
oligospora (Ovi 29), A. oligospora (HSCSH) y A. arthrobotryoides (RM 5.2)
evaluados a las 72 h postconfrontacion fueron los siguientes: 25.95, 22.47 y 10.25
respectivamente. Mientras que la cepa P. lilacinum (Campl) mostré el 77.68%
(p<0.05). L.saksanae no mostrd actividad nematicida significativa. Por otra parte,
los resultados a las 96 h postconfrontacion fueron los siguientes: A. oligospora (Ovi
29) y A. arthrobotryoides (RM 5.2); 41.5% y 41.7% respectivamente. Los controles
positivos con lvermectina en ambos tiempos de lectura mostraron una actividad
nematicida del 100%.

Es importante mencionar que se encontré actividad nematostatica en los extractos
de micelios al confrontarlos a las 72 horas, las cepas que mostraron dicha actividad
fueron Arthrobotrys sp (JOSS) con 67.53 % y A. oligospora (HSCSH) con un 78.9%,

estas cepas se cultivaron bajo condiciones estaticas.
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Cuadro 9. Promedio de larvas infectantes de H. contortus después de ser expuestas al efecto de extractos organicos
(diclorometano/metanol 30:70) de micelio de cuatro hongos nematéfagos

Cultivos estaticos Cultivos agitados
Extractos de cepas 72h % de Sl . 72h . 96h .
LMILT mor:alidad LMLT mor/:atlji?jad LMALT moﬁa(ljiiad LMALT mor/f[)atlji?jad
Arthrobotrys oligospora (Ovi 29) 403/638 63.1£5.4 " 468/649  72.1+13.7° | 2041745  27.4+17.4° 232/960 242+74"%
A. conoides (CL 25) 476/874  544+74°  538/659  g1.6+18° | 414/1496 277+ 4° 419/1305 32.1+3"
A. arthrobotryoides (RM 5.2) 277/490 ©5653+143° 205/229  g8951+12 > | 75/696 11+ 25% 282/700 40.2+14.3°
Purpureocillium lilacinum (Camp1) 48/638 75+3°¢ 67/684 9.7.0¢2.7° | 703/902 78+1.4° 287/434 66.147
DMSO 5% 11/765 1.4d 15/730 2.04d 11/305 3.24d 11/627 1.8¢
Ivermectina 640/640 100 ° 615/615 100 ° 713/713 100 ° 642/642 100"
N=3 . Tukey: Medias dentro de cada columna con distinta letra indican diferencias significativas (p < 0.05), LM/LT (Larvas muertas / Larvas totales). Concentracion:
100 mg/mL
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7.8. Aumento de la produccion de cepas con mayor porcentaje de mortalidad

contra Haemonchus contortus (L3).

Las cepas que presentaron mayor porcentaje de efecto AH se produjeron en mayor
cantidad. Los rendimientos de los cultivos de 300mL y hasta 10 L se muestran en
porcentajes de rendimiento. La cantidad de cultivo obtenido no fue el mismo, para
la cepa A. oligospora (Ovi 29) se obtuvieron cultivos de 5 L, para A. conoides (CL25)
se obtuvo un cultivo de 4.2 L, para A. arthrobotryoides (RM 5.2) se obtuvo un cultivo
de 8 L y para P. lilacinum (Campl)se obtuvo un cultivo de 10L en condiciones
agitadas. La biomasa se liofilizé y las cantidades resultantes se muestran en el

cuadro 10.

Cuadro 10. Rendimientos en peso seco de micelios y extractos de micelio de cultivos de 250 mL
y 10 L de cepas aisladas de hongos nemat6fagos

Cultivos de 250 ml Produccion 10 L
Cepas aisladas (g/L) (@L) Rendimiento

Micelio (g) Extracto (g) Rendimiento (%) Micelio (g) Extracto (g) (%)
Arthrobotrys conoides (CL25) 2.56 0.24 9.4 1.71 0.17 9.9
A. oligospora (Ovi 29) 2.36 0.20 8.4 1.3 0.122 9.3
A. arthrobotroides (RM 5.2) 2.16 0.28 12.16 1.25 0.1 8
Purpureocillium lilacinum 4.4+ 0.3 0.4 9.0 392 0.36 11.18
(Camp1) A4+ 0. . . . . .

7.9. Andlisis del perfil fitoquimico de los extractos metanol/diclorometano
70:30 de las cepas en estudio

En la busqueda de compuestos con actividad AH, se realizaron placas TLC con los
extractos metanol/diclorometano 70:30 de cada una de las cepas productoras de
metabolitos. En la figura 8, se muestran placas de TLC reveladas con reactivo 4-
hidroxibenzaldehido; mientras que en la figura 9, se muestran placas de TLC de
fase normal y fase reversa reveladas con reactivo para flavonoides, visualizadas

con lampara de UV.
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Figura 8. Analisis por TLC de los micelios de las cepas productoras de compuestos AH reveladas con 4-
hidroxibenzaldehido. Placas TLC de fase normal (A, B) y fase reversa (C, D), visualizadas a 254 y 365 nm
UV. Orden: 1) Arthrobotrys arthrobotryoides (RM5.2) 2) A. oligospora (Ovi29), 3) A. conoides (CL25) y 4)
Purpureocillium lilacinum (Camp1l).
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Figura 9. Andlisis de las cepas productoras de compuestos AH reveladas con reactivo para flavonoides. Placas TLC
de fase normal (A, B) y fase reversa (C, D), visualizadas a 254 y 365 nm UV. Reveladas con Flavonoides (B, D).
Orden: 1) Arthrobotrys arthrobotryoides (RM 5.2) 2) A. oligospora (Ovi29), 3) A. conoides (CL25) y 4) Purpureocillium

lilacinum (Camp1).
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7.10. Evaluacién de cultivos de 10 L de las cepas de hongos nematéfagos
gue mostraron los mayores porcentajes de mortalidad

Las cepas de HN con la mayor actividad AH se cultivaron hasta producir 10L, de
estos se realizaron extractos metanol/diclorometano (70:30) y los resultados del
efecto AH se muestran en la figura 10, los porcentajes de mortalidad fueron A.
oligospora (Ovi29) 20%. A. arthrobotryoides (RM 5.2) 47.4%, A. conoides (CL25)
57% vy P. lilacinum (Campl) 53.8%, este ultimo se cultivé en condiciones agitadas.
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Porcentaje de mortalidad H. contortus (L3)

Control DMSO 5% Arthrobotrys A. conoides  A. arthrobotroides  Purpureocillium Ivermectina
oligospora (Ovi29) (cL25) (RM5.2) lilacinum (Camp1) 5 mg/mL

Figura 10. Actividad antihelmintica de los extractos (DCM/MEOH 30:70) de cultivos de 10L
de hongos nematéfagos en estudio. Las cepas Arthrobotrys arthrobotryoides (RM 5.2) y
Purpureocillium lilacinum presentaron los mayores porcentajes de mortalidad contra larvas de
Haemonchus contortus (L3). Tukey: Medias dentro de cada columna con distinta letra indican
diferencias significativas (p < 0.05). N=3
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7.11. Evaluacion de la actividad nematicida in vitro de los extractos de los
micelios de 20L de cultivo de la cepa Arthrotobotrys arthrobotryoides (RM 5.2)
contra Haemonchus contortus (L3)

Los extractos de los micelios (diclorometandlico y 3 extractos metandlicos) de 20L
de cultivo de la cepa Arthrobotrys arthrobotryoides (RM 5.2) se evaluaron contra
las larvas L3 de H. contortus, los porcentajes de mortalidad se muestran en el
cuadro 11. Nota: el rendimiento de este cultivo fué de 22g de biomasa en peso seco.

Cuadro 11. Actividad nematicida de los extractos de micelio de 20 L
de la cepa Arthrobotrys arthrobotryoides (RM5.2) contra
Haemonchus contortus (L3)

o .
Tipos de extracto % mortalidad

72 h 96 h
E. diclorometano 58+6.7 04+11.6
E metandlico 6.6 £ 3.15 9.7+8.34
E metandlico 2 10+£35 176+7.6
E. metandlico 3 10.11 £ 41 154 +1.9
Control agua 0.79+1.37 1.6+1

7.12. Perfil fitoquimico en placas TLC de los extractos de los micelios de 20L
de cultivo de la cepa Artrhrobotrys arthrobotryoides (RM 5.2)

Los extractos de los micelios del cultivo de 20L de la cepa A. arthrobotryoides se
analizaron en placas TLC. El patron cromatogafico de los extractos
diclorometandlicos y metandlicos se revelaron en capa fina y se observé que la
presencia de compuestos de origen flavondlico fueron escazos. Los rendimientos
de los extractos en peso seco fueron: E. diclorometandlico: 357.3 mg, y tres
extractos metandlicos: (1) 265 mg, (2) 1.88g y (3) 215.4 mg.
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7.13. Calculo de parametros cinéticos mediante un modelo logistico de
crecimiento

En la figura 11 podemos observar la biomasa obtenida a través del tiempo. Se
puede observar que la biomasa inicial fue de 0.4 g/L y posteriormente, se obtuvo un
rendimiento de 2.7 g/L al dia 14 de la cosecha. También se logré calcular una

1u=0.281 d! y un tiempo de duplicaciéon de 2.46 dias.
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Figura 11. Cinética de crecimiento de P. lilacinum (Campl) en el medio liquido PD. se midieron los
paradmetros de Biomasa g*L (-*-) y pH (-=-). N=3

Mientras tanto, durante la cinética se mostraron cambios de pH. En los primeros
cuatro dias, el pH inicial de 7 se acidifico a 4.4 y en dias posteriores se obtuvo un

aumento hasta alcanzar un pH final de 7.5.
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7.14. Monitoreo de la actividad antihelmintica de liquidos filtrados y extractos
de micelios durante la cinética de crecimiento en fermentador de la cepa P.
lilacinum (Campl)

El extracto de micelios a una concentracién de 100 mg/mL de cada punto de la
cinética resultdé con una actividad antihelmintica de 30.5% a partir del dia 10 de
cultivo (Figura 12) mientras que la maxima actividad registrada (44.4%) se obtuvo
hasta los 14 dias. Los controles DMSO 5% y agua mostraron un porcentaje de
actividad AH de 5.8% +0.59 y 0.80%, respectivamente.
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Figura 12. Monitoreo de la actividad AH durante la cinética de crecimiento de P. lilacinum (Camp1l)
contra H. contortus (L3). Nota: El punto de actividad AH maxima se obtuvo a los 14 dias de cultivo.
Los controles de DMSO 5% y agua mostraron un porcentaje de actividad AH de 5.8% +0.59 y 0.80%
respectivamente. N= 3.

Por otra parte, la evaluacion de la actividad AH contra H. contortus (L3) de los
liquidos filtrados (100% V:V) durante la cinética se muestran en el cuadro 12,

podemos observar que no se obtuvo actividad AH significativa.
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Cuadro 12 Porcentajes de mortalidad in vitro de H. contortus (L3)

expuestas a filtrados liquidos

de P. lilacinum (Campl) obtenidos

durante la cinética de crecimiento en bio-reactor

Larvas Larvas .
Horas MUertas Vivas % mortalidad
48 160 836 11.8%17
96 60 697 6.817.6
144 24 731 4.4+4 1
192 23 760 3.4+3.2
240 6 785 0.710.6
288 20 769 2.2+3.8
336 12 875 1+1.8
Control papa 64 890 5217

N=3. * = desv. est.

7.15. Evaluacion de la actividad AH en liguido filtrado liofilizado y extractos

de micelio de la biomasa al término de la fermentacion

Los liquidos liofilizados evaluados a una concentraciéon de 100 mg/mL mostraron
actividad AH de hasta el 63.5 % contra H. contortus (L3) (cuadro 13). Los extractos
obtenidos de la fermentacién se evaluaron a una concentracion de 100 mg/mL y se
determindé que estos causan un porcentaje de mortalidad del 69.46% (P<0.05)

contra H. contortus (L3) (cuadro 16).

Cuadro 13. Porcentajes de mortalidad in vitro de larvas de Haemonchus
contortus (L3) expuestas a los liquidos filtrados y a los extractos
metanol/diclorometano (70:30) (100 mg/mL) de los cultivos en biorreactor

de P. lilacinum (Campl)

Productos (100 mg/ml) l\hﬁ;\ﬁ; Larvas Vivas P(r);gftr;%zge
Liquido liofilizado 1608 768 63.5+16.9¢
Control papa 285 1383 165+5.1°
Control agua 59 1231 4.8 £5.5°
Extracto 677 656 55.84 +3.42
Control DMSO (5 mg/mL) 26 573 434+1.8°
Control agua 6 673 0.88+0.8°¢

N=3 #= desviacion estandar Tukey: medias con letras iguales no muestran diferencias

significativas, concentracion:100 mg/mL.
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7.16. Evaluacion de la actividad AH de las fracciones del extracto
metanol/diclorometano (70:30) de micelio de P. lilacinum contra H. contortus
(L3)

Las fracciones y reuniones obtenidas se evaluaron a una concentracion de 40
mg/mL contra larvas (L3) de H. contortus y se observé que el porcentaje de efecto
letal maximo se obtuvo con la reunién de las fracciones 15 y 16, obteniendo una

mortalidad de 10.3% a las 96 horas de confrontacién (Cuadro 14).

Cuadro 14. Porcentajes de mortalidad in vitro de H. contortus (L3)
expuestas a fracciones y reuniones del extracto
(metanol/diclorometano 70:30) de P. lilacinum

Tratamiento

Fracciones y Numero de Numero de Porcentaje de
. larvas muertas  larvas vivas  mortalidad (L3)
reuniones
Rlab 7 134 1.1+£35
F6 16 281 25+1.54
F7 24 343 3.8+7.8
R8al0 9 82 6.97+2.3
R1llal2 6 441 0
F13 32 272 7725
14 7 249 0
R15a 16 31 282 10.3+6.7
R17a?20 16 296 48+4.7
F22 11 411 2.67x0.7
R2la?24 6 352 1.61+1.47
F25 2 327 0.6+0.5
R 26 a 30 2 366 0.51+0.45
R31a35 13 327 3.8+0.76
Agua 5 601 0.83
DMSO 1% 13 581 2.2

F= Fracciones; R= Reuniones. N=1 += desv. est.

7.17. Evaluacion de la actividad AH de las fracciones del extracto
metanol/diclorometano (70:30) del micelio de P. lilacinum contra larvas (L3) y
huevos de H. contortus

Las fracciones y reuniones obtenidas se evaluaron a una concentracién de 40

mg/mL contra larvas (L3) de H. contortus y se observd que no se obtuvo actividad
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AH significativa. Sin embargo, se obtuvo un efecto inhibitorio de mas del 50% al
confrontarlas con las siguientes fracciones y reuniones: F13, F17, F22 y R21 a 24.

Las concentraciones utilizadas fueron (mg/mL): 40, 30, 20y 10, 5y 2. El bioensayo
se confront6 durante 48h (Cuadro 15).

67



Cuadro 15. Actividad ovicida de las fracciones y reuniones del extracto de

P. lilacinum contra H. contortus.

] Ndmero de Ndmero de larvas % Inhibicion de la
Reuniones (mg/mL) .
huevos (L1-L2) eclosion
R 13
40 492 64 845+4%
b
20 242 434 32+0.53
Control agua 27 535 3.76£1°
R 25
40 101 425 1493+148%2
a
20 120 254 29.21 £13.3
Control agua 27 535 3.76x1°
R 17 a 20
20 469 65 878+7.2°
15 412 83 83.2+89°
10 328 139 702+83°
5 226 162 58.2+21.72
b
25 58 173 2511.56
Control agua 27 535 3.76+1°
R21a?24
10 454 88 83.7+13.4%2
8 234 93 715+10°2
6 161 132 55+295%2
4 114 289 28.2+10.4 2
2 48 432 10+8.2°
Control Agua 27 535 376+1°

N=3 Medias dentro de cada columna con distinta letra indican diferencias significativas (p < 0.05)
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7.18. Analisis en placa TLC de las fracciones obtenidas del extracto
Metanol/diclorometano (70:30) de P. lilacinum

En las figuras 13 y 14 podemos observar el patron de corrida que tuvieron las
fracciones obtenidas del extracto metanol/diclorometano 70:30 asi como la
obtencion de cada una de estas. En la figura 13 A podemos observar las fracciones
1-8. En B las fracciones 13-16. En la figura 14 A se observan las fracciones 17-22
y en la Figura 14 B las fracciones 23 a 31. Los patrones de corrida se analizaron en
lampara UV de 254 y 365 nm los productos se revelaron con 4-hidroxibenzaldehido.

254 nm UV

Fracciones 1-8. Elucion:100 % Diclorometano. Sist. de corrida: Hexéno/&ctato de etilo 8:2.
R: Std B citosterol

254 nm UV

R 13A 13B 14B 14B 15A 15B 16

B
Fracciones 13-16. Elucion: Diclorometano/Metanol 9:1. Sist. de corrida: Diclorometano/Metanol 8:2

Figura 13. Analisis en placa TLC de las fracciones obtenidas del extracto Metanol/
Diclorometano (70:30) de P. lilacinum. En A se observa el patrén de corrida de los metabolitos
presentes en las fracciones 1-8. En B se observa el patrén de corrida de las fracciones 13-16.
R= estandar 3 citosterol. Revelado con 4-hidroxibenzaldehido.
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20 21 22 22B R

Fracciones 17-22. Elucion: Diclorometano/Metanol 7:3. Sist. de corrida: Diclorometano/Metanol 8:2
R: Std B citosterol

R 23 24 25 26 27 28 29 30 31

Fracciones 23-31. Elucién: Diclorometano/Metanol 5:5 23-30
31-35. Eluciéon: 100% Metanol
Sist. de corrida:Diclorometano/Metanol 8:2

Figura 14. Analisis en placa TLC de las fracciones obtenidas del extracto Metanol/ Diclorometano
(70:30) de P. lilacinum. En A se observa el patron de corrida de los metabolitos presentes en las
fracciones 17-22. En B se observa el patron de corrida de las fracciones 23-35. R= estadndar f citosterol.
Revelado con 4-hidroxibenzaldehido.

7.19. Andlisis de cromatografia (HPLC) de la purificacion de la columna 2
(reuniones 21-24)

Hasta ahora, los compuestos purificados son de tipo flavondlicos y al menos cuatro
fracciones mayoritarias se lograron purificar. En la figura 15 se pueden observar los
cromatogramas obtenidos del extracto total D/M (30:70), de la fraccion 21-24
(Referencia C1(21-24)) y las fracciones purificadas (C2 F8 y C2 F28) y el estandar
galato de metilo. El extracto metanol/diclorometano (70:30) presento varias sefiales
con diferentes tiempos de retencién (tr)=4.2,4.4, 6.87, 8.5, 8.8, 10.8 y 13.5. La
fraccion C2 F8, presentd dos sefiales, que corresponden a un tiempo de retencion
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(TR) de 8.58min con una Amax de 218 nm y otra sefial con un TR= 8.8 min. Con
una Amax =229 nm, estas sefiales se compararon con el estandar galato de metilo
que correspondié a un tr=8 y una Amax = 219. También pudimos observar que la
fraccidon C2 F28 tuvo un tr= 9.74 y Amax=201; aunque no se obtuvo un patrén
estandar para comparar esta sefial, los patrones de corrida en placa TLC mostraron
un paton de corrida similar a moléculas tipo cumarinas cuando se observo en luz
UV a 254 y 365nm.
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Figura 15. Cromatogramas correspondientes al extracto total D/M (30:70) de la cepa P. lilacinum
Campl, y el fraccionamiento de las columnas C1 y fracciones de C2. Se observa la reunién 21-
24 (Referencia C1(21-24), también la fraccién purificada C2 F8 tr= 8.58min, Amax de 218 nm y
otra sefial con un tr= 8.8 min. Amax =229 nm, estas sefiales se compararon con el estandar galato
de metilo que correspondié a un tr=8 y una Amax = 219 lo que indica la presencia de compuestos
fendlicos. También se aprecia la fraccion C2F28 tr= 9.74 Amax=201.
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8. Discusion

Tamizaje y seleccion de hongos nematéfagos con actividad antihelmintica
contra H. contortus

Como hemos visto hasta ahora, los HN han sido considerados una importante
herramienta de control de enfermedades parasitarias siendo muy eficaces en la
agricultura y en la industria del ganado, ademéas podemos mencionar que los HN
son pequefas fabricas de compuestos antihelminticos, que pueden formar parte de
tratamientos terapéuticos contra la haemoncosis ovina en investigaciones futuras.
Identificacion morfométricay molecular de hongos nematofagos

En el presente estudio se trabajé con una variedad de HN; algunos de estos
ejemplares estaban previamente identificados al inicio del proyecto; por lo
tanto,algunas de las cepas no identificadas se clasificaron morfolégica y
molecularmente. Las cepas productoras de compuestos AH se identificaron como:
A. oligospora (Ovi 29), A. oligospora (HSCSH), A. conoides (CL25), y P. lilacinum
(Campl).

El género Arthrobotrys es el mas abundante entre los ejemplares de HN; ademas
es uno de los mas estudiados debido a los metabolitos secundarios que este género
presenta; por ejemplo, en A. oligospora, se han encontrado algunos policétidos,
benceniodes, y terpenoides. El &cido linoleico es una de las principales moléculas
nematicidas encontradas (Stadler et al., 1993a). Otros hallazgos quimicos
importantes incluyen a los oligosporones, estos son una familia de compuestos que
incluyen al oligosporol, oligosporon A, B entre otros. Estas moléculas presentan
varias actividades bioldgicas, por ejemplo se les ha atribuido una actividad
citotdxica, antimicrobiana y hemolitica (Stadler et al.,1993b). En el nematodo H.
contortus, el oligosporon 4°5"-dihydro-oligosporon retarda el desarrollo de la larva
del paréasito en el intestino con un LDso de 50-100 pg/ml. Como se puede observar,
se tienen registros de varias moléculas con diferentes actividades incluyendo
nematicidas, y debido a la enorme variabilidad de distribcion, desarrollo, estructura
y genética de esta especie en todo el mundo, se espera descubrir en esta
investigaion nuevos metabolitos que puedan incrementar la actividad AH en larvas

del nematodo H. contortus.
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Otra especie identificada hasta el momento es P. lilacinum (Campl) (Luangsa-ard
etal., 2011), anteriormente conocida como Paecilomyces lilacinus, es un hongo que
se encuentra en el suelo. El interés bioldgico de esta especie se debe a su actividad
antagonica sobre huevos y hembras de nematodos parésitos de plantas (Lamovsek
et al., 2013).

Hasta la fecha, se han aislado varias cepas de P. lilacinum (Campl), en la mayoria
se han encontrado productos con actividad AH como leucinostatinas, la cantidad de
estas es muy grande llegando a encontrarse 25 tipos (Fukushima et al. 1983a, b;
Isogai et al. 1992; Martinez y Moraes 2015). Un estudio Australiano reporté la
actividad de 20 aislados de P. lilacinum (Park et al. 2004), los tres ejemplos mas
potentes de ellos son leucocinostatinas B, D, F, H, L y T. Estos productos mostraron
actividad AH cuando se evaluaron contra una poblacion mezclada de estadios
juveniles y adultos del nematodo C. elegans, una mezcla de leucocinostatinas
mostro un 77% de mortalidad después de las 2 hy 100% de mortalidad después de
12 h, evaluados a una concentracién de 100 pg/ml, y 74% de mortalidad después
de las 24h. Algunas cepas de este experimento mostraron la produccion de acido
oleico, &cido linoleico y acido linolenico, cada uno de estos tiene actividad AH
(Stadler et al. 1993a; Stadler et al. 1994; Park et al. 2004), también se han
identificado gran cantidad de quitinasas como productos de secrecion de estos
ejemplares ( Hartl et al., 2012; de Freitas et al., 2015).

Actividad depredadora de los hongos nematéfagos contra H. contortus y P.
redivivus

Los hongos nemato6fagos son el Unico grupo de hongos del suelo que pueden
convertir sus habitos alimenticios de saprobios a depredadores, estos pueden
mantenerse intactos hasta que detectan a un nematodo y entonces desarrollan una
serie de mecanismos morfogénicos que cambian la estructura del micelio para
capturar al nematodo, estos pasos son importantes para que el HN pueda tomar
fuentes importantes de Nitrogeno (N2) y otros requerimientos nutricionales (Gao et
al., 2007; Xingzhong y Liu, 2011). Hasta ahora, en esta investigacion evaluamos la

actividad depredadora de varias especies del género Arthrobotrys: A. oligospora (ovi
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29), A. oligospora (HSCSH) A. conoides (CL 25), A. artrhobotryoides (RM 5.2) y P.
lilacinum (Camp1l). Estos ejemplares mostraron una depredacion moderada cuando
se los confront6 con el nematodo H. contortus; sin embargo, cuando se confrontaron
con P. redivivus, que es un nematodo de vida libre, el porcentaje de depredacién se
incrementd hasta el 100% en las cuatro cepas evaluadas. Esta diferencia de
depredacion se puede deber a diferentes hechos, por ejemplo, el sitio de aislamiento
geogréfico, este es importante debido a las condiciones de crecimiento y disposicion
de nutrientes en su medio, principalmente en la disposicion que tiene el HN sobre
una determinada poblacion de nematodos, es decir, la presencia 0 ausencia de este
y afladiendo otro factor importante es el tamafio de la poblacion de nematodos
puesto que se ha demostrado una actividad depredadora denso-dependiente
(Cooke et al., 1964). Otro de los factores importantes es la presencia lectinas, estas
son proteinas especificas, capaces de unirse a azucares y otras moléculas
especificas a cada tejido de nematodo (Sharon et al., 1989). Este hecho puede
explicar la respuesta depredatoria moderada al nematodo H. contortus, lo que nos
puede sugerir una respuesta no especifica.

Por otra parte, cabe mencionar que, en condiciones saprobias, cuando se evalué la
mortalidad de extractos (diclorometano/metanol 70:30) del micelio de los HN, se
mostro un alto porcentaje de mortalidad larval cuando las larvas fueron confrontadas
con 100 mg/mL, esto nos lleva a pensar que estas cepas son productoras de
metabolitos de manera saprofita y que pudieron estar participando en la muerte y
depredacion de los nematodos de H. contortus durante los inicios de la

confrontacién hongo-nematodo.

Tamizaje y seleccion de hongos nematdfagos con actividad antihelmintica
contra larvas de H. contortus (L3)

Las pruebas preliminares para la pre-seleccion de filtrados de los hongos mostraron
diferencias interesantes en cuanto a la actividad nematicida. Los productos
obtenidos a partir de los liquidos filtrados de los hongos cultivados en los medios
Czapec-Dox y papa-dextrosa no mostraron ninguna o muy baja actividad

nematicida. Al revisar estos resultados llama la atencion del porque los filtrados del
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liquido de cultivo de los hongos en estos dos medios no tuvieron actividad
nematicida importante. Es de gran interés analizar el contenido nutricional que estos
medios de cultivo ofrecen para el desarrollo de los hongos nemat6fagos y su
metabolismo. El medio liquido papa dextrosa contiene carbohidratos, proteinas,
fibra vitaminas y minerales; mientras que el medio Czapek Dox es una fuente de
azucares y sales minerales. Los hongos nematéfagos son saprobios y en presencia
de nematodos se vuelven parasitos o depredadores facultativos (Ji et al., 2020). Los
nematodos estan compuestos por una cubierta compuesta de quitina, fibrina,
elastina, colageno, resilina, cuticulina y queratina; ademas de una capa lipidica (Lee
y Atkinson, 1977). Los hongos que se encuentran bajo una situaciéon de
saproficidad, como ocurriria en el laboratorio en un medio de cultivo, como los dos
medios utilizados en este bioensayo, en teoria al no contar con la presencia de
nematodos podrian continuar como saprobios utilizando la dieta que aportan estos
dos medios, sin la necesidad de sintetizar compuestos que en presencia de
nematodos tendrian que producir para la degradacion de los tejidos de los
nematodos. Como podemos observar, ambos medios presentan grandes
diferencias nutricionales. Se puede asumir que son estas diferencias las que
influyen en la produccion de compuestos con actividad AH en las cepas
seleccionadas.Algunos autores mencionan que la composicion quimica en el medio
de cultivo, es una condicibn que puede modificar completamente las vias
biosintéticas de varios microorganismos incluyendo los ascomicetos; y por lo
consiguiente, la produccion de los compuestos obtenidos seran diferentes y puede
que la actividad de dichos compuestos no sea la esperada. Ademas, estos autores
mencionan que pequefios cambios en las condiciones de cultivo pueden alterar el
perfil metabdlico secundario (Bode et al., 2002). Probablemente esta es la razén del
porque bajo estas condiciones experimentales, los hongos no produjeron
compuestos bioactivos contra nematodos. Es importante mencionar que esto es
solamente una suposicion que tendria que demostrarse en otros estudios. Otra
posible explicacion podria ser que si alguno o algunos compuestos con actividad
nematicida hubiesen sido secretados al medio, tal vez estos compuestos no se

encontraban en la cantidad suficiente al estar diluidos en el medio y este factor
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podria ser la causar de la ausencia de la actividad nematicida esperada. Tal vez si
estos liquidos hubiesen sido concentrados, la cantidad de compuestos con actividad
nematicida podria haber sido la necesaria para causar la mortalidad larval. Por otro
lado, cuando se utilizaron extractos organicos obtenidos a partir de micelios de los
hongos cultivados en papa-dextrosa se obtuvieron actividades nematicidas
importantes en diversas cepas.

Los extractos orgéanicos obtenidos a partir del micelio de los hongos A. oligospora
(ovi29) A. oligospora (HSCSH), A. conoides (CL25) y P. lilacinum (Campl)
mostraron las mayores actividades nematicidas. Al analizar estos resultados es
interesante preguntarse ¢porque los liquidos filtrados no tuvieron actividad
nematicida a diferencia de los extractos organicos del micelio cultivado en un medio
PD?. Una posible explicacion a este hecho es que probablemente el micelio de
estas cepas de hongos contienen compuestos intracelulares con actividad
nematicida que en una vida como saprobios los hongos no los utilizan y por lo tanto
no los vierten al medio. Sin embargo, probablemente el proceso de extraccion
organica con el sistema Metanol:diclorometano 70:30 fue capéaz de extraer los
compuestos bioactivos junto con los solventes hacia nuestro extracto obteniéndose

los resultados en la actividad nematicida.

En lo que respecta a las pruebas de confirmacion de la actividad antihelmintica,
algunos extractos mostraron resultados contundentes. Asimismo, podemos
observar que las cepas del género A. oligospora (OVI 29), A. conoides (CL25) y A.
arthrobotryoides (RM 5.2) mostraron porcentajes de mortalidad mayores al 70% al
ser evaluadas a las 96 h, por consiguiente, estas cepas pueden ser consideradas
como productoras de metabolitos secundarios responsables de la actividad
antihelmintica. En contraste, las cepas P. lilacinum (Campl) y Lecanicillium CLS-T
no mostraron efecto antihelmintico significativo al cultivarlas bajo estas condiciones
estaticas.

Por otra parte, los extractos de hongos nematofagos de las cepas A. oligospora (Ovi
29), A. conoides (CL 25) y A. arthrobotryoides (RM 5.2), que se cultivaron en medio

agitado, mostraron porcentajes de actividad nematicida menores al 40%. Por el
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contrario, bajo estas condiciones el extracto de la cepa P. lilacilum. mostré un
incrementd en la actividad nematicida de mas del 70%; siendo esta cepa
considerada como otra candidata para elucidar compuestos con actividad
nematicida. Un punto interesante fue el hecho de que los extractos de los micelios
de Arthrobotrys sp (JOSS) y A. oligospora (HSCSH) cultivados estaticamente, no
presentaron altos porcentajes de mortalidad; sin embargo, mostraron una actividad
nematostética del 67.53% y 78.9% respectivamente. Este efecto se caracteriza por
la disminucion de la motilidad de las larvas con respecto a un control en agua. La
presencia de actividad nematostatica se ha observado ya en algunas cepas de
hongos nematéfagos. Acevedo-Ramirez et al., (2015) encontrd dicha actividad en
el liquido filtrado del cultivo de Arthrobotrys musiformis evaluando un efecto
nematostatico del 38% al confrontar durante 48 horas larvas de H. contortus (L3),
en esta evaluacion se utilizé el 100% de liquido filtrado; sin embargo, dicho efecto
fue mayor cuando se concentré por columnas cromatograficas llegando a valores
del 85%.

En otra investigacion se evaluaron las roselipinas 1-5, estas son metabolitos
extraidos de Clonostachys candelabrum, estos presentan actividad nematostéatica
cerca del 90% cuando se confronta a concentraciones de 22 mg/mL (Ayers et al.,
2010).

La actividad nematostatica es importante porque en su medio natural, los hongos
nematofagos necesitan producir compuestos que inmovilicen a su presa para
posteriormente invadirla y llevar a cabo la penetracion del nematodo y alimentarse
de él; es muy probable que los compuestos de las cepas Arthrobotrys sp. (JOSS) y
A. oligospora (HSCSH) tengan un compuesto de interés que pueda estar
participando en dicha actividad.

Por otra parte, existen algunas estrategias que podemos incluir en la produccion y
optimizacién de metabolitos secundarios. Estas incluyen la sobreproduccion de
compuestos con actividad AH, para ello se ha propuesto el uso de algunas
moléculas inductoras del desarrollo de trampas y respuesta AH. Las moléculas que
se han evaluado son: la nemina, este es un complejo proteico que forma parte del

desecho de la cuticula de los nematodos (Pramer et al., 1963). Asimismo, se podria
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usar un homogenado del nematodo P. redivivus (Stirling et al., 2005) y algunas otras
moléculas inductoras como acido abscisico, Oxido nitrico, extracto de levadura o
valina (Herrera-Medina et al., 2007, Xu et al., 2011).

La nemina es un complejo proteico, obtenido a partir de la cuticula externa de los
nematodos, y se le ha atribuido actuar como un agente estimulante de la
depredacion y probablemente como un promotor de la produccion de compuestos
con actividad nematicida (Pramer et al., 1963). La produccion de metabolitos
secundarios por la estimulacion de dichas moléculas inductoras se desconoce; sin
embargo, la utilizacion de estas podria dar la pauta para obtener y potencializar la
produccion metabolitos de hongos nematofagos con potencial como agentes de

control de nematodos parasitos de importancia pecuaria.

Producciéon de hongos nemat6fagos productores de compuestos AH

Para obtener mayor cantidad de extracto de las cepas productoras de compuestos
AH, se llevo a cabo un aumento de la produccion de micelio de las cepas A.
oligospora (OVI 29) (5 L), A. conoides (CL25) (4.2 L), A. arthrobotryoides (RM 5.2)
(8 L) y P. lilacinum (Campl) (10 L), de esta produccién se puede observar que se
obtuvieron rendimientos de los extractos (diclorometano/metanol (70:30) de hasta
el 10% que equivale a 3.6 g de extracto de la cepa P. lilacinum (Campl). Sin
embargo, esta cantidad no es suficiente para llevar a cabo la purificacion de
compuestos, por lo tanto, se espera la produccion de 300g de micelio en peso seco
gue equivale a obtener 30g de extracto de cada cepa. El incremento de la biomasa
es necesario para poder evaluar el efecto AH ademas de realizar el fraccionamiento

correspondiente a la cromatografia de columna abierta y futuras purificaciones.

Andlisis fitoquimico de los extractos metanol/diclorometano (70:30)) de las
cepas de HN productoras de compuestos AH

Los extractos (diclorometano/metanol (70:30) de las cepas A. oligospora (OVI 29),
A. conoides (CL25), A. arthrobotryoides (RM 5.2) y P. lilacinum (Campl) se
analizaron en placas TLC en fase normal y en fase reversa demostrando que los

extractos contienen menor cantidad de flavonoides puesto que no se observaron
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sefales mayoritarias cuando se revelaron con este reactivo. Por el contrario, se
observo una mayor cantidad de compuestos cuando las placas se revelaron con el
reactivo 4-hidroxibenzaldehido. Este reactivo revela la presencia de glucdésidos,
carbohidratotos y compuestos grasos. Esto es de esperarse ya que la mayoria de
los compuestos AH identificados hasta este momento en previas investigaciones
son compuestos policarbonados, encontrados principalmente en agregados
oleosos, un ejemplo de esto es los oligosporones (Anderson et al.,, 1995),
Roselipinas (Ayers et al., 2010) y Aurovertinas (Niu et al., 2010) entre otros.

Evaluacion de la actividad nematicida de cultivos de 10 L de las cepas
productoras de compuestos antihelminticos contra larvas (L3) de
Haemonchus contortus

Las cepas productoras de compuestos AH se produjeron en grandes cantidades
con el fin de obtener mayor cantidad de biomasa y por lo tanto obtener mayor
cantidad de extractos para la futura elucidacibn de compuestos, como pudimos
observar, en la figura 8 las cepas que mostraron mayor porcentaje de mortalidad
fueron los micelios de las cepas A. arthobotryoides (RM5.2) y P. lilacinum (Campl),
con un porcentaje de mortalidad de 57 y 58.3% respectivamente. Estos resultados
son de gran importancia ya que demuestran que estas cepas son candidatas ideales
para purificar compuestos AH contra larvas (L3) de H. contortus.

Actividad nematicida de los extractos de los micelios de 20L de cultivo de la
cepa Artrhtobotrys arthrobotryoides (RM 5.2) contra larvas (L3) de
Haemonchus contortus

Anteriormente, los extractos de la cepa A. arthrobotryoides (RM 5.2) tuvieron una
actividad nematicida contra H. contortus del 57%, por este motivo esta cepa fue una
de las mejores candidatas para llevar a cabo la puriificacion de compuestos con
actividad AH. En el cuadro 10 se muestran los extractos del micelio de 20 L de
cultivo de esta cepa; anteriormente, los compuestos con actividad nematicida en
se extrajeron de los micelios con el extracto compuesto: diclorometanol /metanol

(30:70), cabe mencionar que para llevar a cabo la extraccion de compuestos del
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micelio recuperado de 20L de cultivo de la cepa A. arthrobotryoides (RM 5.2), se
cambi6é el método de extraccion; en esta ocasion los extractos se elaboraron con
los solventes diclorometano (100%) y metanol (100%), obteniéndose 4 extractos (1
extracto Diclorometandlico y 3 extractos metandlicos) sin embargo, al evaluar los
porcentajes de mortalidad de dichos extractos, estos no tuvieron efecto
antihelmintico esperado, los resultados de mortalidad que mostraron efecto mayor
se obtuvieron al evaluar el extracto metandlico (2) obteniendo solo el 17.6% de
mortalidad a las 96 horas. Esta diferencia nos hace pensar que en esta ocasion la
extraccion de compuestos no fue la adecuada a pesar de que en ya se han utilizado
estas estrategias para separar compuestos AH en varios tipos de cepas de hongos
nematéfagos.

Al hacer en analisis fitoquimico, pudimos observar que, al revelar las placas tanto
en fase reversa como en fase normal, no se obtuvieron compuestos de tipo
flavondlicos y al revelarse con el reactivo 4 hidroxibenzaldehido revelaron la

presencia de compuestos tipo terpenoides y azucares.

Produccion de la cepa P. lilacinum (Camp1) en fermentador y evaluacién de la
actividad AH en contra de H. contortus

Hasta el momento, los resultados del presente estudio hemos demostrado que la
cepa P. lilacinum (Campl) ejerce una actividad AH contra larvas infectantes de H.
contortus cuando esta es producida en medio papa-dextrosa en matraz agitado; sin
embargo, la obtencion de extractos en la presente investigacion ha sido escasa, por
lo que se buscO mejores opciones para el cultivo de este microorganismo. La
produccién de biomasa fungal bajo condiciones de un biorreactor tanque agitado ha
sido hasta el momento una opcioén para la mejora y optimizacion de la produccién
de P. lilacinum (Campl). En cuanto a los parametros cinéticos, se pudo determinar
un crecimiento de u=0.28 d-1 y un tiempo de duplicacion Td: 2.4 dias. Hasta ahora,
no se han encontrado investigaciones que sirvan de comparacion con estos
resultados, ya que al parecer esta es la primera vez que se produce P. lilacinum
(Campl) en biorreactor. A pesar de que el extracto de este hongo se logro

incrementar hasta el 15% mediante el proceso de la biofermentacién, se espera que
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en futuros trabajos se determinen las condiciones Optimas para la produccion de
este hongo en el biofermentador y de esta manera se podra contar con suficiente
material fungal para la obtencion de una suficiente cantidad de compuestos de los
liquidos filtrados de P. lilacinum (Campl) para su evaluacién y andlsis. Por otra
parte, algunos parametros importantes en esta investigacion que se pudieron
monitorear fueron cambios de pH, siendo el pH inicial de 7, acidificandose hasta pH
4.9 en los primeros seis dias de cultivo y posteriormente se observa una elevacion
hasta pH 7.9 al dia catorce, estos cambios concuerdan con las mediciones que hizo
Cavello en el 2012, donde al estandarizar las condiciones en matraz sumergido (200
rpm) para la produccion de una enzima queratinolitica en medio sustituido con
residuo de pelo como sustrato y sales minerales en el medio, el pH inicial fue de 7
y posteriormente, a las 250 h de fermentacion, el pH se elevo hasta un pH 7. Este
autor menciona que, al inmovilizar la proteina, esta mostré actividad queratinolitica
en un rango de pH 5 - 9. Ademas, obtuvieron mejor produccién enzimatica en un pH
inicial de 5 incrementando 1.7 veces la produccién (Cavello et al., 2014).

El micelio obtenido en biorreactor nos mostré que los compuestos con actividad AH
contintan sintetizandose, ya que los porcentajes de mortalidad se mantuvieron en
un 55.8%, este resultado fue similar al evaluado en cultivos agitados. Otro punto
importante es que se concluyé que en el dia 14 de produccién se obtuvo el mayor
porcentaje de mortalidad (44.4%).

Por otra parte, pudimos llevar a cabo la evaluacion de la actividad AH en liquido
liofilizado obteniendo hasta un 63.8% de efecto letal; este punto es importante ya
que no se habia considerado al liquido filtrado como un producto de P. lilacinum
(Campl) con actividad AH, sin embargo, debido a estos resultados se pretende
seguir con la elucidacion de compuestos tanto en extracto de micelio como liquidos
filtrados (liofilizados o extractos).

Es importante mencionar que no habia sido posible alcanzar la biomasa requerida
para extraer compuestos de P. lilacinum (Campl) y poder realizar la parte
fitoquimica para llevar cabo el proceso de purificacion de los compuestos. Sin
embargo, gracias a la produccion en biorreactor hemos logrado extraer 9 g de

extracto metanol/diclorometano (70:30) de la cepa P. lilacinum y en cultivos
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estaticos 5g de extracto metanol/diclorometano (70:30) de la cepa A.
arthrobotryoides (RM 5.2). Con esta cantidad esperamos llevar a cabo la purificacion
de los compuestos responsables de la actividad AH contra el nematodo H. contortus
(L3).

Fraccionamiento del extracto metanol/diclorometano (70:30) de la cepa P.
lilacinum

Hasta ahora, logramos fraccionar el extracto del micelio de P. lilacinum Campl, y
como se mostro en los resultados, las fracciones no tuvieron actividad AH; sin
embargo, cuando las fracciones (1-6, 17-20 y 21-24) se confrontaron contra huevo
de H. contortus, se obtuvo un potente efecto inhibitorio. Aunque hasta ahora no
hemos tenido éxito en la elucidacion de los compuestos responsables de la actividad
AH, es importante sefalar la actividad AH proporcionada por P. lilacinum Campl ya
que los filtrados y extractos tuvieron actividad en larvas (L3) y el fraccionamiento
resulté con gran actividad inhibitoria en huevo de H. contortus. Lo anterior es
importante ya que algunos estudios mencionan actividad en solo un estadio larvario
por ejemplo, Bonants et al. (1995) reportaron el efecto mortal del filtrado de un
cultivo de P. lilacinum sobre huevos de Meloidogyne hapla, estos autores menciona
gue la causa de este efecto, se debe a una proteasa extracelular que actia sobre
huevos; sin embargo, dicha proteasa no afecté a los J2.

Hasta ahora, algunos reportes indican que P. lilacinum ha mostrado un efecto
antihelmintico contra algunos parasitos de importancia veterinaria y agricola;
algunos metabolitos que se han elucidado de cultivos de P. lilacinum son
Purpureona, esta molécula se aislé de un extracto (acetato de etilo) del micelio de
un cultivo de arroz fermentado durante 3 semanas, ademas, de este extracto se
aislaron varias moléculas pero purpureona tuvo actividad antileishmaniasis con una
ICs0 de 0.29 pg/mL y una buena selectividad (SI>49) (Lenta et al., 2016). Otra
molécula importante se aislé del caldo de papa, nuevamente, la extraccion se realizé
con acetato de etilo. La molécula elucidada fue una mezcla de contenido enzimatico
y leucinostatinas, esta ultima causé una mortalidad del 78.3% en el segundo estado
juvenil del nematodo C. elegans. Y un 73.3% en una poblacibn mezclada con

diferentes estadios larvales (Park et al., 2004).
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Identificacién de compuestos bioactivos por HPLC

Las fracciones del extracto del micelio de P. lilacinum Campl no tuvieron actividad
AH contra larvas (L3); sin embargo, las fracciones (1-6, 17-20 y 21-24) tuvieron un
efecto inhibitorio contra huevo de H. contortus. Lo anterior es importante ya que
algunos estudios mencionan actividad en solo un estadio larvario, por ejemplo,
Bonants y cols (1995) reportaron el efecto ovicida de una proteasa en el filtrado del
cultivo de P. lilacinum sobre huevos de Meloidogyne hapla; sin embargo, esta no
afecto a los estadios juveniles J2.

Otros reportes indican que P. lilacinum mostr6 un efecto AH contra algunos
parasitos de importancia médica; por ejemplo, la molécula purpureona tuvo
actividad antileishmaniasis a una concentracion inhibitoria Clso de 0.29 pg/mL y una
buena selectividad (SI1>49) (Lenta et al.,, 2016). Otra molécula importante fue
leucinostatina, esta ultima caus6 una mortalidad del 78.3% en el segundo estado
juvenil del nematodo C. elegans y un 73.3% en una poblacibn mezclada con
diferentes estadios larvales (Park et al., 2004). La cantidad de leucinostatinas es
muy grande llegando a encontrarse 25 tipos (Isogai et al. 1992; Martinez y Moraes,
2015). Por otra parte, también se han identificado gran cantidad de quitinasas como
productos de secrecion de los ejemplares de P. lilacinum (Cavello 2012).

En el presente estudio no se elucidaron compuestos activos, sin embargo, los
andlisis de HPLC de las fracciones purificadas mostraron compuestos de tipo
flavondlicos como el acido géalico y cumarinas como los responsables de la actividad
ovicida (figura 15).

Ya se ha reportado a los flavonoides como antihelminticos potentes contra huevos
y larvas de H. contortus (L3); sin embargo, las moléculas flavondlicas encontradas
en cepas de P. lilacinum son poco comunes. Jayakrishnan, (2016) encontré a la
molécula flavaucona en el extracto de acetato de etilo del liquido filtrado de un
cultivo de P. lilacinum, esta molécula tiene efectos antioxidantes y ademas tiene
propiedades anticancerigenas y antibacterianas.

En plantas se han encontrado productos derivados del acido galico como agente
ovicida en el extracto metandlico de la planta Caesalpinia coriaria, en este estudio

se observo un efecto ovicida con una CLso: 0.0006466 mg/mL; Sin embargo, en

84


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4824826/#CR43
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4824826/#CR58

larvas se obtuvo una CLso: 78 mg/mL, mucho mayor a la reportada en huevo (De
Jesus-Martinez et al., 2018).

Otras de las moléculas identificadas por HPLC fueron las cumarinas, recientemente
se ha reportado a estas moléculas como agentes antihelminticos contra la lombriz
india de tierra Pheretrina postuma (Patil et al 2015). Algunos autores obtuvieron una
alta actividad contra H. contortus atribuido al efecto de las cumarinas, por ejemplo,
Castillo-Mitre (2017) reporta un efecto ovicida contra H. contortus, encontrada en
una fraccion de la planta Acacia cochliacantha, esta contiene derivados fenolicos y
componentes cumarinicos. Igualmente, se ha reportado una alta actividad
antihelmintica debida a la molécula identificada como 2H-chromen-2-one, esta
molécula tiene una alta actividad contra el nematodo cooperia punctata, un parasito
digestivo en rumiantes, esta molécula inhibe la eclosion del huevo y desarrollo
larvario con una DLso: 0.024 mg/mL (von Son de Fernex et al., 2017).

Es importante seguir analizando los compuestos obtenidos de estas fermentaciones
puesto que la presencia de compuestos fungicos con actividad antihelmintica y en
especial biodirigido hacia H. contortus o nematodos de importancia veterinaria han
sido escasos; sin embargo, estas cepas demuestran gran importancia y dan una
opcion mas hacia la elucidacibn de nuevos compuestos contra nematodos
patdégenos.

Es importante seguir analizando los compuestos obtenidos de estas fermentaciones
puesto que la presencia de compuestos fungicos con actividad antihelmintica y en
especial biodirigido hacia H. contortus o nematodos de importancia veterinaria han
sido escasos; sin embargo, estas cepas demuestran la importancia y dan una
opcion més hacia la elucidacion de compuestos contra nematodos patdégenos.

9. Conclusiones

Se logr6 identificar a las cepas A. oligospora (Ovi 29), A. conoides, A.
arthrobotryoides (RM 5.2) y P. lilacinum (Camp1l) como productoras de compuestos
AH. Las fracciones del extracto metanol/diclorometano (70:30) de P. lilacinum, no
tuvieron actividad AH contra larvas L3; sin embargo, al evaluar dichas fracciones en

contra de huevos de este parasito, mostraron actividad ovicida del 95% evaluando
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con 40mg/mL, y 85 % con 10 mg/mL. Los compuestos mayoritarios de la fraccion
activa 21-24 del extracto de P. lilacinum se analizaron por cromatorafia HPLC
mostrando moléculas derivadas del acido galico y cumarinas. Con estos resultados
se pretende llevar a cabo la elucidacion de estos compuestos AH por RMN.

11. Pendientes:
Elucidar los compuestos que presenten mayor actividad antihelmintica contra larva

(L3) o huevo de H. contortus.
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Four nematophagous fungi (NF) were identified by traditional and molecular techniques, and their
in vitro predatory activity (PA) against Haemonchus contortus (Hc), and Panagrellus redivivus (Pr) was
assessed. Additionally, the nematocidal activity (NA) of fungal organic extracts (OEs) obtained from a
methanol/dichloromethane system was assessed. Fungi were grown in PDB medium under shaking
(SchC) and static conditions (StatC). The PA of Arthrobotrys conoides (Ac), A. oligospora (Ao),

A. arthrobotryoides (Aa) and Purpureocillium lilacinum (Pl) against Hc were 75, 71, 66 and 52%, respec-
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tively. Meanwhile, the PA against Pr for same fungal genera/species were 99.8, 99.9, 99.4 and 96.3%,
respectively. The highest NA of the OEs were 89.5, 81.6 and 72.1% for Aa, Ac and Ao, respectively, under
StatC. Moreover, Pl cultured under SchC caused 78% Hc larval mortality. The four assessed NF and their
OEs are promising candidates as potential biocide agents against parasitic nematodes.

© 2020 Elsevier Ltd and British Mycological Society. All rights reserved.

1. Introduction

Nematodes are the most abundant animals on earth reaching
4.5 x 10*% individuals (van den Hoogen et al., 2019). Soil nematodes
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are small, usually measuring about 100—1000 pm in length;
although some species can reach several mm or even more (Barron,
1977).

Soil nematodes have adapted to different environments
including animals, plants and human beings and act as parasites
causing important damage to agriculture (Bernard et al., 2017) and
livestock industries (Tsotetsi and Mbati, 2003) and public health
(Faro de Novaeds et al., 2017). Haemonchus contortus is a blood-
sucking parasitic nematode living in the soil and the stomachs of
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small ruminants, occasioning severe gastritis characterised by
anaemia, emaciation, loss of weight and even the death of young
animals (Yadav et al., 1993; Qamar et al., 2011). The common way to
control these nematodes is by the regular administration of
chemical anthelmintic drugs that help to reduce the parasitosis in
the animals; however, this strategy has some disadvantages in their
use, i.e. the development of resistance in the parasites against most
of the commercially available drugs (Niciura et al., 2019), the po-
tential risk of public health due to drug residues in animal products
for human consumption (Beyene, 2016) and the contamination of
soil due to the elimination of drug residues in faeces of treated
animals to the environment (Aswar-Netra et al., 2016). These dis-
advantages in the use of chemical drugs to deworm animals have
motivated workers to search for sustainable strategies of control,
i.e. the use of natural nematode enemies.

Nematodes have several natural enemies in the soil, including
bacteria (Tian et al., 2007), mites (Aguilar-Marcelino et al., 2012),
nematodes (Aguilar-Marcelino et al., 2020) and a group of micro-
fungi called nematophagous fungi (Yang et al., 2020).

Nematophagous fungi (NF) are microorganisms that can act as
predators or parasites of microscopic nematodes in the soil. They are
considered to be potential agents to control nematode infestations.
This role is crucial for agriculture and the livestock industry (Braga
and Aragjo, 2014). The NF are considered to be the main nematode
antagonists in nature; they also participate in food chains, nitrogen
cycling and organic matter decomposition (Zhang et al., 2014).
Furthermore, NF are saprotrophic microorganisms that, in the
presence of nematodes, trigger a morphogenesis process in which
NF transform their mycelia into trapping devices to capture, destroy
and feed on nematodes. The morphogenesis process is influenced by
biotic and abiotic factors including the presence of nematodes, ox-
ygen concentration, pH, light and temperature (Grgnvold et al.,
1999). The morphogenesis changes NF from saprophytes to preda-
tory fungi (Nordbring-Hertz et al., 2011).

Different biological strategies have been identified in NF con-
cerning how they capture and destroy nematodes. In the initial step
of the capture and nematode tissue degradation, predatory fungi
produce nematode attractant substances that mimic sexual and
food signals (Hsueh et al., 2013). Once nematodes are attracted to
the fungal trapping devices, fungi develop other biological tools
characterised by the production of surface polymers produced by
cells of the trapping devices. These mucilaginous substances are
proteins identified as adhesins; they are designed to attach and
immobilise nematodes (Lipke, 2018). After nematodes are trapped,
a chemical process initiates where different enzymes participate in
nematode tissue degradation. The fungal enzymes involved in
nematode tissue degradation include serine proteases, collage-
nases, phosphatases and chitinases, among others (Nordbring-
Hertz and Hans, 2006; Cruz et al., 2015). The fungal chemical pro-
cess of nematode tissue degradation is followed by a mechanical
fungal strategy where an appressorium is produced at the point of
contact between the fungus and its prey nematode. This structure
becomes an infective bulb that breaks and penetrates the nematode
cuticle to develop invasive and assimilative hyphae that the fungus
uses to obtain nutrients from the nematode's tissues (Lopez-Llorca
et al., 2008). Other extracellular molecules are also synthesised by
NF. These compounds have several biological activities, including
antioxidant, nematocidal, anti-microbial and anticancer activities
(Degenkolb and Vilcinskas, 2016).

The synthesis of metabolites produced by filamentous fungi is
triggered by in vivo and in vitro interactions with other organisms,
for example, the contact with nematodes (Wang et al., 2018) as well
as other organisms, i.e. algae, bacteria, plants. In such interactions,
specific genes are associated with the expression of new fungal
metabolites (Pereira de Oliveira et al,, 2019). These interactions
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mainly occur in their micro-environment (Lopez-Llorca et al., 2008;
Zhang et al., 2014).

There is enormous unknown metabolic potential in the fungal
community worldwide. The objectives of the present study were
to: (1) morphologically and phylogenetically identify NF from
different sources and localities of Mexico, (2) assess in vitro pred-
atory activity of isolated NF and (3) evaluate the nematocidal ac-
tivity of fungal organic extracts against Haemonchus contortus (L3).

2. Materials and methods
2.1. Biological material

2.1.1. Nematodes

2.1.1.1. H. contortus infective larvae. A 4-month-old Pelibuey sheep
was artificially infected with 350 H. contortus infective larvae per kg
body weight (BW). After 21 days of the pre-patent period, faecal
samples were collected directly from the rectum of this animal. The
faecal material containing eggs of the parasite was used to elabo-
rate faecal cultures in plastic bowls. Faeces were ground with a
mortar, and tap water was added and mixed with foam rubber
(polyurethane) to get a final homogeneous paste. These cop-
rocultures remained at room temperature (25—28 °C) for 3-5
d (Liébano, 2004). Infective larvae were recovered using the Baer-
mann funnel technique, where they remained for 24 h (Valcarcel-
Sancho et al., 2009). Finally, the recovered larvae were washed by
density gradients, using a 40% (w/v) saccharose solution by differ-
ential centrifugation at 3500 rpm for 5 min. Larvae were eventually
re-suspended in sterile water and kept at 4 °C until use (Gonzdlez-
Cruz et al., 2018). It is important to clarify that animal welfare and
preventing unnecessary animal suffering are good management
practice policies that are well-established in our institution. Thus,
to ensure animal welfare when this experiment was performed, the
Norma Oficial Mexicana (Official rule number NOM-052-Z0OO-
1995; http://www.diputados.gob.mx/LeyesBiblio/ref/Ifsa.htm) was
strictly abided by, and all the procedures in this study were per-
formed following the ethical standards at INIFAP.

2.1.1.2. The free-living nematode Panagrellus redivivus. A P. redivivus
strain belonging to the CENID-SAI, INIFAP, was used. Nematodes
were cultivated using an oat medium mixed with tap water in
plastic bowls. This medium was inoculated with 5 mL of an aqueous
suspension containing an undetermined number of nematodes.
Cultures were incubated at room temperature (25—28 °C) for 7
d (de Lara et al., 2007). Subsequently, an adequate number of
nematodes were obtained and recovered by the Baermann funnel
technique, where they remained for 24 h (Thienpont et al., 1986).
The nematodes were washed following the same procedure
described for H. contortus.

2.1.2. Fungal isolates

Four NF belonging to the collection of the National Centre of
Disciplinary Research in Animal Health from INIFAP, Mexico, were
used (Table 1).

2.2. Taxonomic identification of selected fungal strains from
traditional taxonomy keys

Fungi were identified by morphological and morphometric
characteristics based on specialised taxonomic keys (Drechsler,
1937; Haard, 1968; Kepenekci et al., 2015). The lengths and
widths of 25 conidia and conidiophores were measured using a
light microscope (40x and 100x objective lenses). The presence or
absence of chlamydospores and the type of trapping devices
comprised other fungal features of taxonomic identification.
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Table 1

Fungal isolates, institutional collection internal key number (strain), source and isolation locality.
Fungus Strain Source Locality
A. arthrobotryoides RM52 Decaying leaves Las Margaritas farm, Hueytamalco, Puebla, Mexico
A. conoides CL25 Goat faeces Temascaltepec, State of Mexico, Mexico.
A. oligospora Ovi29 Ovine faeces Temascaltepec, State of Mexico, Mexico
Purpureocilliumlilacinum Camp1 Decaying leaves Campeche, State of Campeche, Mexico

2.3. Molecular identification

The four selected fungi, Arthrobotrys oligospora (Ovi29),
Arthrobotrys arthrobotryoides (RM5.2), Arthrobotrys conoides (CL25)
and Purpureocillium lilacinum (Camp1), were genotyped with po-
lymerase chain reaction (PCR) and Sanger sequencing method,
based on the region amplified by primers ITS5 (5'-GGA AGT AAA
AGT CGT AAC AAG G-3') and ITS4 (5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-
3’) (White et al., 1990). According to White et al. (1990), ITS4 and
ITS5 oligonucleotides amplify the ITS regions that are situated be-
tween the small rDNA, 5.8S region and large rDNA genes. The PCR
products were sequenced using the ITS4 primer, followed by bio-
informatics analysis (Castaneda-Ramirez et al., 2016).

The PCR conditions were as follows: initial denaturation at 94 °C
for 3 min; amplification stage, which included 35 cycles of dena-
turation at 94 °C for 1 min, annealing at 42 °C for 90 s and extension
at 72 °C for 90 s; and a final extension stage at 72 °C for 5 min. The
QIAquick gel extraction protocol was used to purify the PCR prod-
uct. PCR products were sequenced at the Institute of Biotechnology
of the National Autonomous University (IBT-UNAM), Mexico, using
an Applied Biosystem Sequencer (7700).

To analyse the similarity of sequences, the NCBI Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) was used. The identity percentages
and alignment were obtained for comparison and confirmation of
the identity of the fungal strains based on traditional taxonomy.

2.3.1. Multiple alignment and phenogram

A multiple alignment was performed using the obtained se-
quences; an identity percentage greater than 90% from the BLAST
results (NCBI) was used to determine the similarity percentages
among the ITS1 partial sequence; 5.8S and ITS2 regions. Twenty-
seven fungal strains were analysed using the database; the align-
ment was analysed using the CLC sequencer viewer software. The
costs of gaps and extensions were set as 10 and 1, respectively. A
cladistics phenogram with an unweighted pair group method using
arithmetic averages (UPGMA) algorithm was used under mea-
surements of Jukes-Cantor nucleotide distances; the bootstrap
analysis was performed with 100 replicates (Castaneda-Ramirez
et al.,, 2016).

2.4. Assessing the in vitro predatory activity of selected NF

The fungal predatory activity was evaluated as follows. Fungi
were individually cultured in water agar plates for 7 d. The in vitro
predatory activity of the four fungi was evaluated in two individual
experiments (n = 3 each). The first experiment was performed to
assess the predatory activity against H. contortus infective larvae
(L3), while the other experiment was designed to evaluate the
predatory activity against P. redivivus. In experiment 1, there were
five groups of water agar plates, corresponding to the following
treatments. Treatment 1 (control, without NF) had 1 mL of an
aqueous suspension containing 750 H. contortus (L3) approximately
deposited on the surface of each water agar plate. Treatments 2, 3, 4
and 5 contained the following fungal strains: A. conoides CL25,
A. oligospora Ovi29, A. arthrobotryoides RM5.2 and P. lilacinum
Campl, respectively. Experiment 2 was performed in the same way,

except with P. redivivus was assessed instead of H. contortus. All
cultures were incubated at room temperature (25—28 °C) for 11 d.
After incubation, the uncaptured nematodes were recovered
through the funnel Baermann technique for comparison with their
controls. After incubation, the content of each experimental plate
was individually subjected to the Baermann funnel technique for
24 h. Recovered larvae were counted by taking 10 5-uL aliquot
drops; the means of the recovered larvae in each group were
compared with their respective controls (Ojeda-Robertos et al.,
2019). The mortality rate was estimated using Abbott's formula:

X

A:m % 100,

where A = predatory activity (percentage), X = mean of recovered
larvae in plates with fungi and Y = mean of recovered larvae in
plates without fungi. Note that this experiment was repeated in
triplicate.

2.5. Assessing the nematocidal activity of fungal organic extracts

The nematocidal activity of organic extracts was performed as
follows. First, the NF were cultured in potato-dextrose broth me-
dium (PDB) for 15 d at 25—28 °C. The NF mycelia were processed for
organic extraction through a methanol/dichloromethane system
(70:30). Organic extracts were obtained at 25—28 °C using two
culture conditions: static and shaking flasks (150 rpm). The
nematocidal activity of the organic extracts was assessed through
in vitro bio-guided assays. The confrontation between nematodes
and extract was performed in 96-well micro-titre plates. Two
similar experiments were performed; the only difference was that
one used fungi cultured in flasks under static conditions and the
other under agitated conditions (150 rpm). One hundred micro-
litres of the mycelial organic extracts at 100 mg/mL concentration
were deposited in one well of the plate, then 15 pL of an aqueous
suspension containing approximately 200 H. contortus (L3) were
deposited in each well (n = 3). The controls were water, 5%
dimethyl sulphoxide (DMSO), 5 mg/mL ivermectin and broth po-
tato medium (BP). Plates were incubated at room temperature
(25—28 °C). The results were obtained at two times: 72 and 96 h
post-confrontation. The data were recorded based on the quanti-
fication of live or dead larvae under a light microscope. Quantifi-
cation of larvae was performed by taking ten 5-uL aliquot-drops,
depositing them on a slide followed by observation under the mi-
croscope (using 4x and 10x objectives). The criterion of discrimi-
nation between live and dead larvae was based on the motion of
larvae. Motionless larvae were stimulated by a touch to their cuticle
using a metal needle. If after this stimulus larvae remained
motionless, they were considered dead (Olmedo-judrez et al.,
2017). The mean of dead larvae in fungal organic extracts was
compared with the means in the control wells. The mortality rate
was estimated using Abbott's formula:

XControl — XTreatment
XControl

%Mortality = x 100,
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where X Control = mean of live larvae (L3) in the Control group and
X Treated = mean of live larvae (L3) in the Treated group. Note that
this experiment was repeated in triplicate.

2.6. Statistical analysis

The data were arcsine transformed to obtain a normalised dis-
tribution and to stabilise the variance. The predatory activity assay
and fungal extract activity assay data were analysed by a
completely randomised model, using analysis of variance (ANOVA)
followed by the Tukey test. A p less than 0.05 was considered
significant.

3. Results
3.1. Traditional taxonomic identification

Table 2 shows the means and ranges of conidia length and width
and a general morphological description, including conidia size and
shape, conidia septa, the type of conidiophores, as well as the
presence of one to several loops attached to each other in a
three—dimensional way as a result of several anastomoses, which
correspond to trapping devices called 3-D adhesive nets, fialids in
addition to the presence or absence of chlamydospores as well as
the genus and species and their identification codes. The main
morphological features, i.e. kind of conidia, conidiophores, trapping
devices, fialids, chlamydospores and H. contortus trapped nema-
todes are shown in Figs. 1—4.

3.2. Molecular taxonomic identification

Multiple alignment of the four isolates showed unique features
for each sequence. The high quality of the electropherogram and
the sequences obtained from these fungi allowed us to establish
that the molecular data matched with the traditional taxonomic
method. The nucleotide sequences of the four fungal strains were
recorded in NCBI with the following accession numbers: MT052368
for A. arthrobotryoides, RM5.2, MT052369 for A. conoides CL25,
MT052370 for A. oligospora, Ovi29 and MT052371 for P. lilacinum
Campl.

3.3. Phenogram

Fig. 5 presents a phenogram generated from the phylogenetic
analysis of nucleotide sequences from the ITS1 partial sequence as

Table 2
Taxonomic morphological characteristics of four nematophagous fungi.
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well as the 5.8S and ITS2 regions. This phenogram shows that the
differences among the sequences were informative enough to
clearly separate each sequence into a distinct clade. Four main
groups are distinguishable, each one containing one of the fungal
isolates reported in this work. The similarity percentages of our
strains in relation to the sequences reported by the NCBI were
99—-100% (Table 3).

3.4. In vitro predatory activity of fungi against H. contortus and
P. redivivus

Tables 4 and 5 present the mean values of recovered nematodes
from both genera from water agar plates, either in the treated or
control group, as well as the reduction percentages. The predatory
activity of the different fungi A. conoides (CL25), A. oligospora
(Ovi29), A. arthrobotryoides (RM5.2) and P. lilacinum (Campl)
against H. contortus (L3) were 75, 71, 66 and 52%, respectively. The
activities against P. redivivus were: 99.8, 99.9, 99.4 and 96.3%,
respectively.

3.5. Nematocidal activity of fungal organic extracts

Table 6 shows the mean mortality rates and total larvae recov-
ered 72 and 96 h post-confrontation with the organic extract from
mycelia of the four NF obtained under either static or shaking
conditions. At 96 h post-confrontation, the highest nematocidal
activity of the organic extracts were 89.5, 81.6 and 72.1% for
A. arthrobotryoides (RM5.2), A. conoides (CL25) and A. oligospora
(0vi29), respectively, under static conditions. Under shaking con-
ditions, the highest nematocidal activity recorded after 96 h for
P. lilacinum (Camp1), A. arthrobotryoides (RM5.2) and A. conoides
(CL25) were 66.1, 40.2 and 32.1%, respectively. Moreover,
P. lilacinum (Camp1) under shaking conditions showed 78% mor-
tality after 72 h.

4. Discussion
4.1. Traditional taxonomy

Regarding the morphological analysis of A. arthrobotryoides (RM
5.2), the characteristics were similar to those reported by Haard
(1968) concerning the conidia and conidiophore shapes. Howev-
er, there were some interesting differences regarding the size of
conidia. Data on conidia length and width and other taxonomic
characteristics for different genera/species of NF are shown in

Genus/species Conidia size General Observations
Mean (pm) Range (um)
A. arthrobotryoides (RM5.2) Length: 23.2 19.8-27.8 Obovoid conidia,
Width: 12.1 10.6—-14.4 >15 conidia per conidiophore
Geniculated conidiophores
3-D adhesive nets
No chlamydospores
A. conoides (CL25) Lenght: 20.8 17.6—24.1 Ovoid conidia,
Width: 11.2 9.14—-12.5 Presence of chlamydospores
3-D adhesive nets
A. oligospora (0v29) Lenght: 21.4 17.5-25.6 Septate conidia (1 septum),
Widht: 11.8 11.4-12.5 Ovoid and elongated conidia
3-D adhesive nets
P. lilacinum (Camp1) Lenght: 3.4 Width: 2.4 3.23-3.48 Purple macroscopical colour
Fialids 1.94-2.8 Ovoid microconidia,
Lenght: 9 7-12.7 Thick and swollen fialids

No chlamydospores
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Fig. 1. Micromorphology of the Arthrobotrys arthrobotryoides isolate (RM 5.2). (A) Haemonchus contortus infective larvae captured by the fungus; (B) 3-D adhesive nets and trapped

nematodes; (C) Geniculated conidiophores; (D) Conidia.

Table 7. For example, Haard (1968) mentioned the presence of
branched conidiophores that contain conidia clusters with a capi-
tated base, a swollen distal cell and a shorter proximal cell with a
constriction in the centre. These authors also reported the absence
of chlamydospores. We observed these characteristics in our RM
5.2 strain; hence, this information led us to confirm that our strain
was A. arthrobotryoides. Concerning our CL25 isolate, the micro-
scopic characteristics of conidia showed similarities with those
described by Drechsler (1939) for A. conoides. The conidia appeared
obovoid and elongated with a middle septum and lightly con-
strained in the centre. Notably, the conidia of our strain showed a
mean length of 20.8 uM and a width of 11 pM. Comparatively, the
conidia measurements reported by Haard (1968) were 32 uM
(length) and 13 pM (width). Likewise, Yu et al. (2014) reported
distinct conidia dimensions in their strains: 28.4 uM (length) and
11 uM (width). On the other hand, in the case of our Ovi29 strain,
the mean conidia dimensions reported by Drechsler (1939) were
27 uM (length) by 11.5 (width); our Ovi29 strain had smaller con-
idia. These differences are probably due to adaptive processes of the

strains to the natural habitat where they were originally isolated.
Fungi also show a growth process that is dependent on the culture
medium (Drechsler, 1937).

4.2. Molecular taxonomy

Our sequence analysis based on the ITS1, 5.8S and ITS2 regions
corroborated our morphological identification, with excellent
similarities (greater than 99%) for A. oligospora (Ovi29), A. conoides
(CL25), A. arthrobotryoides (RM5.2) and P. lilacinum (Campl).
Nevertheless, we used complementary phylogenetic analysis based
on the UPGMA algorithm as well as the measurements of the dis-
tances between the Jukes-Cantor nucleotides of ITS1 partial
sequence as well as the 5.8S and ITS2 regions of 23 strains reported
at the NCBI to compare with the isolated strains obtained in the
present study. The analysis of the phylogenetic tree allowed us to
associate three of our nematophagous fungi into three different
clades, but each was closely related with a unique type of trapping
device mechanism, the 3-D adhesive networks. The identified
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Fig. 2. Micromorphology of the Arthrobotrys conoides isolate (CL25). (A) Haemonchus contortus infective larvae captured by the fungus; (B) Chlamydospores, hyphae and 3-D
adhesive nets; (C) Conidiophore with various conidia clusters along the conidiophore stem; (D) Conidia.

species A. oligospora, A. arthrobotryoides and A. conoides are clas-
sified into the group of Orbiliales, and on the other hand, the
analysis of the phylogenetic tree allowed differentiating another
fungus from a completely different clade, P. lilacinum, which is
characterised by producing invasive mycelia and has been classified
into the group of Hypocreales. The phylogenetic analysis of the ITS1
partial sequence, as well as the 5.8S and ITS2 from the homologous
sequences, provide an important conceptual focus for further and
more detailed analysis of the molecular biology and evolution of
these nematophagous fungi.

This analysis allowed us to identify the phylogenetic relation-
ship with other organisms grouped in the clade that are highly
conserved, i.e. P. lilacinum (Camp1), that showed 100% similarity
with other species grouped in the same clade.

4.3. Predatory activity of NF against H. contortus and P. redivivus

There was noteworthy predatory activity of the assessed fungi
against H. contortus (L3); it ranged from 52 to 76%. This predatory
activity is very similar to that reported with Duddingtonia flagrans,
that ranged in its predatory activity against H. contortus infective
larvae from 40 to 70% (Mendoza de Gives et al., 1999). The preda-
tory activity showed by the three Orbiliales can be considered
important; however, the reduction of the larval population in
faeces of infected sheep after been orally treated with a suspension
of spores of these fungi would be the overwhelming proof that
these fungi can be considered biological control tools.

The in vitro predatory activity of NF, in general, has been re-
ported to be variable and dependent upon the strains and their prey
nematodes (Table 8). Hence, it is important to consider that the NF
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Fig. 3. Micromorphology of Arthrobotrys oligospora (isolate Ovi29). (A) 3-D adhesive nets and a trapped coiled nematode Haemonchus contortus; (B) 3-D adhesive nets; (C) conidia

clusters along a conidiophore; (D) Conidia cluster.

Fig. 4. Purpureocillium lilacinum (Camp1). (A) Haemonchus contortus infective larvae Invaded by the nematophagous fungus; (B) Conidiophores, conidia and fialids.

live under a continuous adaptive process in their environment, and
their predatory behaviour is associated with different biotic factors
such as weather, the substratum and other abiotic factors like
coprofauna, fungistasis and pastures (Saumell et al., 2008). On the

other hand, it is interesting that high concentrations of elements
like nitrogen (N = 0.05 M) and carbon (C = 0.12 M) in the media
promoted a higher saprotrophic activity in A. oligospora against the
nematode Turbatrix aceti (Scholler and Rubner, 1994). These
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Fig. 5. Phenogram generated by using the ITS1 partial sequence, 5.8S and ITS2 from the homologous sequences and the 4 nematophagous fungi isolates under study. (*) = NCBI
access code number of our 4 fungi isolates.

Table 3
Similarity percentages of four nematophagous fungi strains after comparing with sequences reported by the NCBI based on their ITS1 partial sequence, 5.8S and ITS2 regions.
Strains Similarity % Coverage Strain of comparison from Gen Bank Accession number
Arthrobotrys arthrobotryoides (RM5.2) 99.05 100 MH857262.1
99.05 100 MNO014048.1
99.04 98 EU977508.1
A. conoides (CL25) 100 98 KX683419.1
100 98 ]X9124941.1
99.8 95 JN191309.1
A. oligospora (Ovi29) 99.8 100 KC663625.1
99.68 100 MF926589.1
99.68 99 KC663626.1
Purpureocillium lilacinum (Camp1) 99.81 100 MK952526.1
99.81 929 MK729128.1
99.81 99 MH430168.1
Table 4

Means of Haemonchus contortus infective larvae (L3) recovered from water agar plates after 11 d in vitro interaction with four nematophagous fungi strains and reduction
percentages.

Strain Haemonchus contortus (L3)

Mean larvae recovered from control group Mean larvae recovered from treated group Larvae reduction (%)
Arthrobotrys conoides (CL25) 1236 + 7.2 31+ 256 752
A. oligospora (Ovi29) 180.3 + 95.2 57.6 +48.2 712
A. arthrobotryoides (RM5.2) 180.3 + 95.2 77 +90.7 66.12
Purpureocillium lilacinum (Camp1) 100 + 44.6 47 + 19 522

Note: + = Standard Deviation; n = 3.
Different letters in each column indicate statistic differences in the larvae reduction among the different fungal isolates (p < 0.05).

Table 5
Mean number of Panagrellus redivivus recovered after 11 d in vitro interaction with nematophagous fungi strains and reduction percentages.
Strain Panagrellus redivivus
Mean nematodes recovered from control group Mean nematodes recovered from treated group Larvae reduccion (%)
A. conoides (CL25) 953.6 + 46 13+23 99.82
A. oligospora (Ovi29) 848.6 + 189.8 0.6 + 0.6 99.9%
A. arthrobotryoides (RM5.2) 953.6 + 46 3.6+3.2 99.4*
P. lilacinum (Camp1) 851.6 + 184.8 273 +£353 96.32

Note: + = Standard Deviation; n = 3.
Different letters in each column indicate statistic differences in the larvae reduction among the different fungal isolates (p < 0.05).
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Means of death and total larvae of Haemonchus contortus (L3) recovered after 72 and 96 h post confrontation with an organic extract from mycelia of 4 nematophagous fungi

obtained under static and shaken growth conditions and mortality percentages.

Strains Static conditions Shaken conditions

72 h 96 h 72 h 96 h

DL/TL Mortality % DL/TL Mortality % DL/TL Mortality % DL/TL Mortality %
Arthrobotrys oligospora (Ovi29) 403/638  63.1+54Db 468/649  72.1+13.7b 204/745 274+174b  232/960 242 + 7.4 bc
A. conoides (CL25) 476/874 544 +74b 538/659 816+ 18b 414/1496 277 +4b 419/1305 321+3b
A. arthrobotryoides (RM5.2) 277/490 56.53 + 14.3 b 205/229 89.51 + 12 ab 75/696 11 +25ab 282/700 402 + 143 b
Purpureocillium lilacinum (Camp1) 48/638 75+3c 67/684 9.7.0+27c 703/902 78 +14c 287/434 66.1+7b
DMSO 5% 11/765 14d 15/730 20d 11/305 32d 11/627 18d
Ivermectin 640/640 100 a 615/615 100 a 713/713 100 a 642/642 100 a

Note: + = Standard Deviation, Means with same lletter did not show statistic significance; DL/TL (Death Larvae/Total Larvae). Mycelia extract concentration: 100 mg/mL;

DMSO = Dimethyl Sulfoxide; n = 3 p < 0.05.

Table 7
Conidia dimensions and other taxonomic characteristics of Arthrobotrys spp. and Purpureocillium lilacinum reported by different authors.
Genus/species Conidia dimensions Taxonomic characteristics Author
Parameters Mean Range
(nm)
Arthrobotrys arthrobotryoides Length: width: 20.7 12.6—-32.2 Conidia: ovoids (clusters >8), Haard (1968)
9.5 4.2-12.8 capitated, nodulated
3-Dimension adhesive nets yellow
or pink mycelia
A. conoides Length width 26 18—45 Conidia: ovoids, Drechsler (1937)
13 11-14 elongated
a middle septum lightly
constrained in the centre
A. oligospora Lenght width 24 18—-13 Conidia: Drechsler (1937)
115 9-14 Elongated to ovoids, septated

Conidia - 3.0—4.0

Hyphae - 5.0-4.0
Branches verticiliated
Fialids 2—4 lenght: 8.4—13

Purpureocillium lilacinum

Septum close to the conidium

base, constrained in the septum

3-Dimension adhesive nets
Colony purple or lilac
Microconidia ovoids
Thick and swollen fialids

Kepenekci et al. (2015)

authors mention that a medium without nitrogen induces the trap
formation, even when containing carbon. Additionally, a carbon-
free medium induces a higher predatory activity in A. oligospora.
On the other hand, these fungi showed overwhelming predatory
activity against the free-living nematode P. redivivus; they captured,
destroyed and fed on nearly 100% of this prey species. The fact that
all the assessed NF were more efficient in the predatory activity
against the free-living nematode P. redivivus compared to the
ruminant parasitic nematode H. contortus could be due to some
differences in the structural features of these prey nematodes. For
instance, the cuticular coats in both species are different.
H. contortus (L3) possesses a thick and resistant coat, called a
sheath, which protects the infective larvae from degradation once
they are consumed by the animals and the gastric juices and their
digestive proteolytic enzymes degrade their coat (Le Jambre et al.,
1970). This sheath allows the larvae to get into the abomasum
before being destroyed by the digestive processes. In contrast,
P. redivivus possesses only a simple cuticular coat. Hence, NF can
dissolve and penetrate this coat much more easily. This difference
could explain why the free-living nematodes were more suscepti-
ble to predation by the fungi. Other factors that influence the
predatory capability of NF to trap nematodes include the number of
nematodes that make contact with fungi; this phenomenon is
known as density-dependence. This factor is closely related to the
amount of a cuticle protein present in the nematode coat called
“nemin”, that stimulates any fungal structure to trigger the
morphogenesis and as a consequence enhance the capture and

destruction of nematodes (Pramer and Stoll, 1959; Su et al., 2015).

On the other hand, other factors, i.e. temperature and pH, in-
fluence trap formation and predatory activity (Wang et al., 2019).
Gregnvold et al. (1985) found that the range of optimum tempera-
ture for A. oligospora both growing and trapping nematodes was
between 20 and 23 °C, and Domsch et al. (1980) found that at 32 °C
the trap formation was reduced. On the other hand, Mendoza-de
Gives et al. (1994) reported a null predatory activity with
A. oligospora against H. contortus infective larvae at 30 °C. In the
present study, we used a room temperature of 25—28 °C that
allowed us to reach 71% mortality.

4.4. Nematocidal activity of organic fungal extracts from mycelia of
NF

Interestingly, the mycelia extracts from the different fungal
strains responded in distinct ways when they were exposed to
different culture conditions. Clearly, media and growth conditions
influence the production of fungal extracellular bioactive com-
pounds against nematodes (Scholler and Rubner, 1994). The three
studied Arthrobotrys species responded with notable nematocidal
activity after 72 and 96 h exposure under static conditions, reaching
63.1% and almost 90% as the highest mortality activity. In contrast,
the P. lilacinum extract showed very low activity under these cul-
ture conditions (5.5-10%). We observed a completely different
result when fungi were cultured under shaking conditions; the
Arthrobotrys species mycelia extracts showed lower ranges of
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Predatory activity shown by different genera/species of nematophagous fungi against different nematode prey of importance for the agriculture and livestock industry.

Genus/especies Blank nematode

Predatory activity % References

Monacrosporium spp. Panagrellus spp.
Meloidogyne incognita (J,)
P. redivivus

H. placei

H. contortus

Arthrobotrys spp. (26 isolates)

Three A. oligospora isolates:
Z-2.2,7Z-2.8 and Z-2.10 and 1 M. eudermatum
isolate: Z-2.7Z 3.3

D. flagrans and M. thaumasium Sheep gastrointestinal nematodes

929 Gomes et al.,, 1999

98

100 Gomes et al. (2000)

76—96 Castaneda-Ramirez et al. (2016)

EPG reductions ranging between 61.1 and 71.6  Silva et al. (2009)

mortality (11—27.7% at 72 h and 24.2—40.2% at 96 h exposure). The
highest larval mortalities, 66.1 and 78%, were recorded with
P. lilacinum at 96 and 72 h, respectively.

The organic extracts from NF A. oligospora (0Ovi29), A. conoides
(CL25) and A. arthrobotryoides (RM5.2) grown under static condi-
tions for 72 h showed a range of mortality between 54.4 and 63.1%
against H. contortus infective larvae. In contrast, no notable activity
was found with the P. lilacinum (Camp1) extract grown under the
same conditions (Table 5). Interestingly, we obtained similar results
with the in vitro predatory activity for these strains. After 96-h
incubation, these strains cultured under static conditions showed
an increase in lethal activity toward nematodes, with mortality
ranging from 72.1 to 89.5%. These data indicate a longer exposure
time leads to greater larval mortality. On the other hand, in the case
of mycelial extract from fungal cultures grown under shaking
conditions for 72 h, the results were very different from those ob-
tained under static conditions, namely 78% mortality for the
P. lilacinum extract. Meanwhile, the other fungi caused 11-27.7%
larval mortality. These findings clearly show that the Arthrobotrys
strains produce more nematocidal compounds when cultured un-
der static conditions. A possible explanation for this finding could
be that static growth conditions restrict the oxygen source for the
NF. This phenomenon could be considered hydrodynamic stress,
which could trigger the synthesis of nematocidal compounds. In
the case of bacterial and plant cells, an intra-cell defence mecha-
nism associated as a response to the oxidative stress is established
as a result of hydrodynamic stress (Trujillo and Valdez, 2006).
Another point of interest is the fact that P. lilacinum (Camp1)
responded in the exact opposite way when grown under static and
shaking conditions compared with the other assessed fungi. We do
not know if this behaviour occurs only with this strain of
P. lilacinum in particular or whether it is a common behaviour in
other strains of this species. In a previous study, P. lilacinum culture
filtrates from different culture media caused inconsistent toxicity
against nematodes. However, when this fungus was cultured in
malt medium, its culture filtrates caused a high nematostatic effect
in the phytoparasites Meloidogyne and Heterodera after a 2-h
exposure (Cayrol et al., 1989). It is interesting that in this study,
the culture filtrate obtained from other P. lilacinum strains was
reported with high nematocidal activities under static conditions.
In our study, static conditions seemed to inhibit the production of
anthelmintic bioactive compounds. Clearly, different nem-
atophagous fungal strains show different behaviour in the syn-
thesis of nematocidal compounds depending on the culture
conditions.

During the recent decades, the study of NF secretions have
gained the attention of researchers searching for nematocidal bio-
active compounds concerning their potential use in the control of a
nematode infestation, a crucial phenomenon in agriculture and
livestock industries (Degenkolb and Vilcinskas, 2016) or even for
the control of public health diseases, such as breast cancer (Wang
et al.,, 2013). Nematophagous fungi have been studied searching
for secondary metabolites with nematocidal activity against
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parasitic nematodes affecting animals. For example, in A. oligospora
and A. conoides, a group of metabolites with anthelmintic activity
against H. contortus have been identified and they have been called
oligosporon, oligosporol A and 4’5'dihydro-oligosporon (Anderson
et al., 1995). Likewise, another group of anthelmintics called rose-
rpins 1-5 has been obtained from Clonostachys candelabrum (Ayers
et al., 2010). Some bioactive metabolites against nematodes of
different taxa and their nematocidal efficacy are shown in
Supplementary Table 1. In this table, we can find fungi belonging to
different genera/species that are classified into two taxonomic or-
ders: Orbiliales, i.e. Arthrobotrys spp., and Hypocreales, i.e. Pochonia,
Verticillium and Clonostachys. Although these fungi are all nem-
atophagous, they have developed different physiological and me-
chanical strategies against nematodes. However, all of them
coincide in their attack to direct their lethal metabolic products
against nematodes.

The NF assessed in the present study possessed high in vitro
predatory activity against H. contortus infective larvae. Additionally,
the intracellular products obtained from mycelia of these fungi by
organic extraction processes presented crucial in vitro nematocidal
activity. This study opens new perspectives for future works
focused on elucidating compounds responsible for this biological
activity. These studies should explore these products as potential
tools of control against sheep haemonchosis, and perhaps against
other parasitoses caused by nematodes that affect the livestock
industry.
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