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Resumen

El objetivo del presente estudio fue seleccionar e identificar hongos nematéfagos por el crecimiento radial de
cepas nativas de suelos agricolas y pecuario del estado de Guanajuato. Se recolectaron diez muestras de
suelos mediante la técnica de cinco oros a 20cm de profundidad, de las cuales seis (60%) resultaron positivas
a hongos nematofagos. El aislamiento de realizd en medios de Agar-Agua (AA) y Agar Papa Dextrosa (PDX) y
las cepas se incubaron a 25 y 30°C durante cinco dias. Los resultados mostraron que las cepas SP-12 y SP-19
presentaron el mayor crecimiento radial a 25°C, alcanzando los 35 mm en medios PDX. a 30°C, la cepa SP-19
mantuvo un desarrollo importante en ambos medios, mientras que la cepa SA-01 tuvo mejor crecimiento en AA
y en la cepa HE-24 mostrando asi un mayor crecimiento en PDX. En general, a partir de suelos agricolas fue
posible aislar diversas cepas, las cuales mostraron variaciones en su crecimiento radial dependiendo del medio
de cultivo y la temperatura utilizada. En particular, el crecimiento expresado en mm/dia fue mayor cuando se
empled como medio de cultivo agar-agua y se mantuvo la incubacién a una temperatura de 25 + 1 °C. se observo
que la temperatura y el tipo de medio influyen significativamente en el crecimiento de las cepas por lo que
representa una alternativa para el control biolégico de nematodos fitoparasitos.
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Introduccion

Los nematodos parasitos de plantas y animales son gusanos causantes de importantes pérdidas a nivel global
(Jaubert et al., 2019); estos mismos organismos del suelo desempefian un papel fundamental dentro de la red
tréfica (Ferris, 2010). Se estima que, a nivel global, la densidad promedio de nematodos en la superficie terrestre
es aproximadamente 4,4 + 0,64X10%° individuos, esta elevada densidad destaca su importancia en los procesos
ecosistémicos, ya que desempefian un papel esencial en las redes tréficas edaficas, facilitando los ciclos de
nutrientes y contribuyendo al correcto funcionamiento de los ecosistemas terrestres (Van Den Hoogen et al.,
2019).

Los nematodos fitoparasitos representan plagas de gran relevancia dentro de la agricultura, son las
responsables de pérdidas anuales de mas de 100 mil millones de ddlares a nivel global (Kantor et al., 2022).
Martinez-Gallardo et al. (2019) indican que Meloidogyne enterolobii es la especie predominante en zonas
productoras de jitomate del estado de Sinaloa, con una incidencia superior al 80% en las areas muestreadas,
sin embargo, se han reportado que los cultivos nacionales de exportacién como el jitomate, chile y café son
afectados por infecciones de M. enterolobii y M. paranaensis, lo que genera serios impactos econémicos para
los agricultores. En los diversos ciclos, los nematodos, pueden ser parasitarios o depredados por numerosos
organismos del suelo incluyendo hongos nematéfagos (Raja et al., 2020). Estos organismos consumidores
muestran diversidad de alimentacion y estrategias adaptativas, incluyendo la predacion, parasitismo y
competencia, para aprovechar la materia y energia de sus presas, indispensables para su desarrollo,
mantenimiento y reproduccion (Donohue et al., 2016).
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Los hongos predadores, conocidos como hongos nematéfagos poseen la capacidad de atraer y retener a sus
presas en proximidad de sus estructuras de captura mediante la emisién de compuestos volatiles, como
furanonas y pironas, que simulan sefiales de alimentacion y reproduccién emitidas por los nematodos (Wang et
al., 2018), la formacion de dichas estructuras esta condicionada por factores tanto bidticos como abidticos,
incluyendo el nivel de oxigeno, pH, luz, temperatura, asi como compuestos excretados por los nematodos
(Ocampo- Gutiérrez et al., 2020). Hsueh et al. (2012) determinaron que la sensibilidad a los ascarésidos podria
ser exclusiva de Arthrobotrys oligospora. La generacion de estas estructuras flingicas de los hongos
nematéfagos implica los procesos de comunicacion celular y fusion de hifas (Youssar et al., 2019), inicialmente
las células fungicas se adhieren firmemente a la cuticula del nematodo, lo que permite su inmovilizacién (Lipke,
2018).

Se reconoce que el uso de microorganismos, especialmente de hongos nematéfagos, es ampliamente
aprovechado dentro del manejo integrado de plagas agricolas, por su alta eficacia biocida, su bajo impacto
residual, su capacidad de actuar sinérgicamente al combinar diferentes cepas (Jiménez-Ortega et al., 2024). Su
capacidad de crecimiento en el ambiente permite el control natural de los nematodos, reduciendo asi la
dependencia de nematicidas quimicos (Bidaudet al., 2021). Especies como A. oligospora y Arthrobotrys
musiformis incrementan optimamente entre los 25 y 30 °C en medios como PDA y Agar Agua (Carreras-
Villasefior et al., 2022). Estos resultados respaldan su uso en biocontrol debido a que gran parte del territorio
mexicano se encuentra en esos limites de temperatura, ademas destacando por su adaptabilidad a diferentes
sustratos, puesto que se requieren mas estudios para mejorar su supervivencia y establecimiento en campo,
donde factores como la humedad y la competencia microbiana afectan su eficacia (Ye et al., 2021). Por lo
anterior, el objetivo de la presente investigacion fue seleccionar e identificar hongos nematéfagos por el
crecimiento radial de cepas nativas de suelos agricolas y pecuarios del estado de Guanajuato.

Materiales y métodos
Lugar de experimentacion

El estudio se realiz6 en dos etapas: En la primera etapa se recolectaron muestras de suelos de predios
pecuarios y parcelas agricolas, las cuales fueron trasladadas al laboratorio. En la segunda etapa el analisis se
realizé en el laboratorio de Produccién y salud animal de la Division de Ciencias de la Vida en el campus
Irapuato-Salamanca de la Universidad de Guanajuato.

Recoleccion de muestras

Para la recoleccién de muestras de suelo se utilizd la técnica de cinco oros a una profundidad de 20 cm,
primeramente, se retiraron los restos de vegetales y de excremento, se obtuvo 1 kg de muestra formada por 5
submuestras de aproximadamente 200 g (Yang et al., 2023). En caso de suelos agricolas en periodo de cultivo
se procuro la toma de muestra cercana a las raices de los cultivos agricolas (Xiang et al., 2010).

Obtencion de hongos nematofagos

Para la obtencién de hongos nematdfagos, inicialmente las muestras de suelos (agricolas y pecuarias) se
pasaron por un cedazo para eliminar restos de raices y piedras, posteriormente fueron colocadas en cajas Petri
de 50 mm, previamente sanitizadas con etanol al 70 % y papel filtro estéril. La dispersién de suelo en la caja se
realiz6 mediante el método de espolvoreado en placa (Tarigan et al., 2020). Las claves de identificacion internas
consistieron en su origen (S= suelo; H= heces), nimero de muestra (01-10). Todas las muestras inoculadas se
mantuvieron bajo condiciones de humedad permanente con agua destilada estéril, oscuridad y temperatura
ambiente de 25 £ 1 °C (Ojeda-Robertos et al., 2019; Tarigan et al., 2020).

Las muestras con presencia de hifas erectas o semi-erectas con conidios correspondientes a formas ovoides,
fusiformes o elipticos con coloracion transparente a la observacion en el microscopio compuesto se
consideraron positivas (Wijayawardene et al., 2020).
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Aislamiento de hongos nematdfagos

Las cajas de Petri con suelos positivas a hongos nematoéfagos se seleccionaron para su aislamiento. Estas
muestras se inocularon en medio de cultivo agar-agua en cajas de Petri de 90 mm, mediante la técnica de
picadura, se rotularon e incubaron a 26 + 1 °C. Este procedimiento se realizdé hasta obtener un cultivo puro
(Senanayake et al., 2020).

Identificacion morfologica de las especies del hongo nematofago

A los 5 dias del aislamiento, se describié la morfologia y morfometria de los hongos nematéfagos aislado, de
acuerdo a las claves de identificacion de especies de Haard, (1968) Singh et al. (2005) y Yu et al. (2014).

Determinacion del crecimiento radial de hongos nematofagos

El crecimiento radial se realizd a partir de los aislamientos monospdricos con una concentracion de 1 x 106
conidios/mL y se colocaron 100 pyL de la suspension en una caja de Petri de 90 mm con agar-agua.
Posteriormente se distribuyo sobre la superficie del medio de cultivo con ayuda de un dispersor celular manual
y un asa de tridangulo. Las cajas se incubaron a 25 y 30 £ 1 °C durante siete dias hasta obtener un crecimiento
de micelio sin esporulacién en toda la superficie de la caja de Petri. Se obtuvieron circulos de 10 mm de diametro
con un sacabocados, los cuales fueron colocados de manera inversa sobre el centro de una nueva caja de Petri
de 90 mm de diametro con medio de cultivo agar-agua y agar-papa dextrosa. Se realiz en triplicado con un
testigo negativo. La lectura del crecimiento radial se obtuvo con ayuda de un paquimetro digital tomando como
referencia cuatro puntos cardinales para cada caja. Las mediciones se realizaron cada 24 horas durante cinco
dias (Ruelas-Ayala et al., 2013).

Resultados
Aislamiento de hongos nematofagos

De acuerdo con los procedimientos establecidos para la recoleccién y analisis de datos de muestras destinadas
al aislamiento de hongos nematoéfagos, se examinaron un total de diez suelos de distintos origenes, incluyendo
suelos agricolas, heces y suelos de origen pecuario. De las diez muestras procesadas, seis (60%) mostraron
crecimiento de hongos nematéfagos (cuadro 1).
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Cuadro 1. Sitios de recoleccion de muestras de suelos en el estado de Guanajuato para el aislamiento de hongos

nematofagos.
Cadigo cepa Cultivo/Animal Municipio Coordenadas
SA-01 Trigo Valle de Santiago 20°24'29"N 101°11"18"W
SA-05 Maiz Valle de Santiago 20°25'37"N 101°10'17"W
SA-11 Fresa Irapuato 20°36'17"N 101°21'38"W
SP-12 Llama pelo blanco Irapuato 20°39'16"N 101°19'53"W
SA-13 Avena Jerécuaro 20°13'01"N 100°27'05"W
SA-16 Area Verde Irapuato 20°44'28"N 101°19'55"W
SP-17 Ovino Salamanca 20°29'45"N 101°13'08"W
SP-19 Bovino Tarimoro 20°19'14"N 100°45'12"W
SP-23 Bovino Tarimoro 20°16'55"N 100°44'31"W
HE-24 Equino Irapuato 20°41'05"N 101°21'44"W

Identificacion morfologica de especies de hongos nematdfagos

De acuerdo con los analisis realizados, las especies identificadas correspondieron al género Arthrobotrys spp.
Basandose en las caracteristicas morfolégicas observadas, se logré clasificar dos especies dentro de este
género. Estos hallazgos concuerdan con lo reportado por Alfaro Gutiérrez et al. (2016) donde destacan los
caracteres morfologicos de especies dentro del género Arthorobotrys.

Las caracteristicas presentes fueron hifas ocasionalmente ramificadas, erectas con multiples agrupaciones de
entre 5y 12 conidios transparentes con forma ovoide y cénica a lo largo de la hifa, fue sugerente a A. oligospora

(Figura 1).
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Figura 1. Caracterizacién morfolégica de estructuras conidiales en Arthrobotrys oligospora. A) Estructura conidiogénica: Se observa el racimo conidial erecto
y ramificado, portando conidios en disposicién alterna en los dpices de las ramificaciones. B) Morfologia conidial: Los conidios presentan una forma elipsoidal
a ovoidal, con una base truncada. C) Conidio: Unicelular y un tamaiio uniforme que varia de longitud. D) Redes adhesivas: Forman redes tridimensionales
complejas éptimo para atrapar nematodos. (Autoria propia).

Otra de las especies identificadas morfologicamente fue A. musiformis, presentando hifas septadas y
conidios curvos y ovoide, todos los conidios se observaron en la parte mas alta de la hifa, presentando conidios
curvos (Figura 2).

Figura 2. Caracterizacién morfolégica de estructuras conidiales de Arthrobotrys musiformis. A) Estructura conidiogénica: Se observa el conidio de
disposicién erecta terminado en una estructura ramificada que sostiene agrupaciones de conidios. B) Morfologia conidial: Cada conidio presenta una
estructura bicelular, donde las dos células quedan marcadas hasta por tres septos transversales visibles. (Autoria propia).

Crecimiento radial

El medio PDX demostré ser el mas favorable para las cepas SP-12 y SP-19 ya que alcanzaron el limite de
crecimiento dentro de la caja Petri con 35 mm, asi como para la cepa HE-24 obteniendo un crecimiento de 33.4
mm. Por otro lado, el AA mostré resultados sobresalientes para SA-16 y SP-17.
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Figura 3. Evaluacién del crecimiento radial de multiples cepas en placas de Petri durante los periodos de incubacién en agar agua. (Autoria propia).

De acuerdo a las mediciones que se realizaron al crecimiento radial la cepa control SO-T no mostré desarrollo
en ninguna condicion; a 25°C, las cepas SP-12 y SP-19 presentaron el mayor crecimiento, con un crecimiento
radial de 32.48 y 31.23 mm en AA respectivamente y ambos de 35 mm en PDX A 30°C la cepa SP-19 mantuvo
un crecimiento en ambos medios, 31.6 y 32.3 mm respectivamente. La cepa HE-24 presenté un comportamiento
mejor en PDX a temperatura de 25°C, con medicion de 33.4 mm. La temperatura de 25°C generalmente mas
favorable para las cepas de hongos nematofagos evaluadas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Crecimiento radial de cepas nativas de suelos agricolas y pecuarios del estado de Guanajuato a las temperaturas

de 25y 30°C.
Cepa Especie Medios de cultivo
25°C 30°C

Cepa AA PDX AA PDX
SO-T . Oligospora 0.00 0.00 0.00 0.00
SA-01 . Oligospora 23.13 22 25.3 13
SA-16 . Oligospora  31.11 223 16.3 8.5
SP-12 . Oligospora  32.48 35 23.2 21.4
SP-17 . Oligospora  30.93 28.3 22.5 221
SP-19 . Oligospora  31.23 35 31.6 32.3
HE-24 . Oligospora  27.85 334 17.4 29.3

SO-T=suelo cero testigo; SA=suelo agricola; SP=suelo pecuario; HE=heces equinas; AA=agar agua; PDX= agar papa-dextrosa
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Cuadro 3. Evaluacion del crecimiento radial por dia de cepas nativas de suelos agricolas y pecuarios de hongos

nematofagos sobre diferentes medios de cultivo a 25°C.

Cepa Especie Medio Dias de medicion
1 2 3 4 5

AA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SO-T A. Oligospora

PDX 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

AA 0.8 4.5 10.2 17.5 23.3
SA-01 A. Oligospora

PDX 2.0 7.3 10.2 16.6 22.0

AA 3.5 1.1 18.1 244 31.2
SA-16  A. Oligospora

PDX 1.8 7.3 13.5 19.0 22.3

AA 1.1 7.0 16.2 25.2 32.5
SP-12  A. Oligospora

PDX 34 9.5 20.0 35.0 35.0

AA 22 9.0 15.6 215 30.9
SP-17  A. Oligospora

PDX 1.2 46 11.0 22.4 28.3

AA 1.8 8.0 20.2 27.6 31.2
SP-19  A. Oligospora

PDX 22 10.7 19.0 34.0 35.0

AA 1.3 5.0 14.4 21.6 27.9
HE-24  A. Oligospora

PDX 2.1 7.3 16.3 32.4 33.4

SO-T=suelo cero testigo SA=suelo agricola; SP=suelo pecuario; HE=heces equinas; AA=agar agua; PDX=agar papa-dextrosa.

El cuadro 4 muestra el resultado del crecimiento radial a 30 °C de seis cepas de A.oligospora cultivadas en AA
y PDX durante cinco dias de incubacién. La cepa control SO-T no presenté desarrollo en ninguno de los medios.
Entre las cepas de origen agricola (SA), la SA-01 mostré un crecimiento en AA de 25.3 mm y en PDX 13.0 mm,
la cepa SA-16 presentd un desempefio moderado en ambos medios con una diferencia en AA con 16.2 mm.
Las cepas de origen pecuario (SP) presentaron comportamientos diferenciados como las cepas SP-12y SP-17
mostrando patrones de crecimiento similares en ambos medios, mientras que SP-19 destacé como la de mejor

rendimiento alcanzando 31.6mm en AAy 32.2 en PDX.
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Cuadro 4. Evaluacion del crecimiento radial por dia de cepas nativas de suelos agricolas y pecuarios de hongos

nematofagos sobre diferentes medios de cultivo a 30°C

Cepa Especie Medio Dias de medicion 30 °C
1 2 3 4 5

AA 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
SO-T A. Oligospora

PDX 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

AA 2.1 44 7.8 1.7 25.3
SA-01 A. Oligospora

PDX 0.7 1.7 3.8 8.8 13.0

AA 4.1 6.0 6.5 12,5 16.2
SA-16  A. Oligospora

PDX 0.9 6.3 6.6 7.6 8.5

AA 1.8 6.9 10.6 12.2 23.2
SP-12  A. Oligospora

PDX 0.6 5.5 9.6 10.4 214

AA 1.4 3.8 8.7 9.8 225
SP-17  A. Oligospora

PDX 1.0 4.4 7.3 9.7 221

AA 3.2 11.6 15 25.8 31.6
SP-19  A. Oligospora

PDX 3.5 11.0 1.2 26.1 32.3

AA 3.6 6.6 5.6 14.2 17.4
HE-24  A. Oligospora 29.3

PDX 1.9 2.8 71 20.7

SO-T=suelo cero testigo; SA=suelo agricola; SP=suelo pecuario; HE=heces equinas; AA=agar agua; PDX=agar papa-dextrosa

Las seis cepas evaluadas demostraron un desempefio satisfactorio de velocidad y extension radial,
particularmente, en el presente estudio, cuando se cultivaron tanto en agar agua como en agar papa dextrosa.

Conclusion

Los suelos agricolas y pecuarios del estado de Guanajuato tienen presencia de hongos nematdéfagos del género
Arthrobotrys spp. Se logro aislar cepas de hongos nematdéfagos de suelos agricolas y pecuarios del estado de
Guanajuato y el crecimiento radial varié de acuerdo con el medio de cultivo y temperatura, el crecimiento de
mm/dia se favorecié en medio de cultivo agar-agua y 25 + 1 °C de temperatura.
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