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RESUMEN

El tratamiento para control de parasitos en animales se ha realizado
tradicionalmente con productos quimicos, aunque algunos investigadores estan
utilizando alternativas biolégicas, con hongos nematéfagos. Su accion se
produce solamente cuando el hongo entra en contacto con el nematodo, pero
el tiempo para activar su accion nematéfaga es relativamente largo, lo cual es
un problema para su aplicacion. El objetivo del presente trabajo fue desarrollar
un medio de cultivo con el fin de aislar hongos nemat6fagos, mejorando los
tiempos de mantenimiento y viabilidad en su actividad nematéfaga. La
metodologia incluy6é, ensayos previos y obtencién del hongo nematéfago,
preparacion de los diferentes medios de cultivo para aislar e identificar el
hongo, produccion del extracto de nematodos del modelo animal
Caenorhabditis elegans, determinacion de la viabilidad del medio, la accién
antagonica y disefio del protocolo. Se logré obtener el extracto de proteinas del
modelo experimental Caenorhabditis elegans; se verifico la accion antagénica
de los hongos nematofagos aislados y se disefid6 un protocolo que incluye la
preparacion del medio de cultivo y la forma de usarlo para que los hongos
conserven su actividad nematofaga. Se pudo concluir que el medio de cultivo
desarrollado con el extracto de Caenorhabditis elegans puede ser utilizado para
el crecimiento de hongos nematéfagos. A futuro se espera que se realicen
pruebas haciendo escalamientos para lograr una biomasa que pueda llevarse a

uso comercial ya sea aplicando en pasturas o para alimento animal.
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2. INTRODUCCION

En trabajos realizados por la FAO a solicitud de la Organizacién Mundial de
Sanidad Animal, se muestra que el 55% de los paises miembros de dicha
organizacion (77 de 151 paises) tiene problemas de resistencia en especies de
endoparasitos y ectoparasitos de importancia econdmica. El 22% de estos
paises presentan dos o mas especies con resistencia’. Adicionalmente,
produce efectos importantes de los antiparasitarios quimicos como la
residualidad en productos de consumo humano y el posible impacto negativo
en organismos nho blanco.

Por otra parte, los nematodos son organismos de vida libre y se alimentan
de hongos, bacterias, protozoarios u otros nematodos y forman parte
importante de las cadenas tréficas del suelo 2. Sin embargo, por su accién
parasitica, los nematodos son considerados, un problema para la salud
humana y particularmente para la agricultura y la ganaderia.

A consecuencia del uso indiscriminado de agroquimicos y en consecuencia
de la resistencia que ocasionan, hay una busqueda permanente de alternativas
amigables con el ambiente, apareciendo el manejo biolégico con el fin de
disminuir de alguna manera las tasas de resistencia. La aplicacion de los
productos biologicos, implica, generar biomasa del ser vivo que se esta
utilizando como controlador de la plaga para su comercializacion y que el
producto obtenido conserve su accion biolégica. Un ejemplo son los hongos
nematéfagos que son utilizados como enemigos naturales, por lo tanto, al
llevarlos a su comercializacion implica que se mantengan las caracteristicas de

viabilidad y accién antagonica.

El problema con estos hongos es que debe conservar su accion y hasta el
momento no se ha encontrado un medio de cultivo que garantice la capacidad
de ser nematofagos, de acuerdo con estudios previos, solamente hasta que el
hongo entra en contacto con el nematodo, se ejerce la accién. Teniendo en
cuenta, el ambiente y las condiciones nutricionales necesarias para su
desarrollo. Los hongos nematéfagos son capaces de mantenerse durante un

largo periodo de tiempo, segun Jaime Flores et al en 1999, pero dejaron abierta



la incognita, de la alteracién de su capacidad nematofaga en ese transcurso de

tiempo y si presentaba la misma eficacia al enfrentarse a un nuevo neméatodo.™

Estos estudios llevaron a otros investigadores a buscar alternativas de
favorecer el mantenimiento de la accion nematéfaga, tal como, lo realizo Maria
Sol Arias et al en el 2013, donde adicionaron nematodos vivos, extracto de
nematodos y nematodos muertos al agar harina de maiz, con el fin de obtener

crecimiento de Arthrobotrys flagrans.™

Por esta razoén, el objetivo de este trabajo fue elaborar un medio de cultivo
utilizando un modelo de neméatodo experimental con C. elegans que pueda
proporcionar al hongo los nutrientes necesarios para que active y conserve su

accion nematoéfaga.



3. ANTECEDENTES

Una de las principales razones que ha incrementado el uso de productos
biolégicos ha sido contrarrestar el uso indiscriminado de plaguicidas, por
cuanto, cada vez es mas comun que aparezcan especies y formas especiales

de organismos con mayor potencial de resistencia a los insumos sintéticos.

La investigacion, en este sentido, se ha dirigido a buscar en la naturaleza,
enemigos naturales que realicen acciones similares a los quimicos pero que
sean amigables con el ambiente. Desde la Microbiologia, la principal estrategia
para el desarrollo de este potencial, es encontrar medios de cultivo en los que
estos organismos vivos puedan ser utilizados a nivel comercial. Un primer
estudio realizado en 1881, por el micologo Brefeld, reporta que utilizo gelatina
para el crecimiento de los hongos®. En este trabajo, se elaboré el primer medio
de cultivo para hongos con el propoésito de aislar, identificar y generar biomasa
y de esta manera poder realizar estudios con el fin de realizar un aporte a la
ciencia y a la evolucién. El intento de realizar el aislamiento de hongos y
generar biomasa ocurrio6 hace mas de 130 afios y este punto de partida ha
permitido trabajar para dar respuesta a problemas como el que se plantea en la
presente investigacion, que es encontrar un medio de cultivo adecuado donde
hongos nematdéfagos se desarrollen y realicen su actividad nematofaga frente a

nematodos gastrointestinales.

En 1888, Luis Lépez describié por primera vez un hongo con capacidad
depredadora de nematodos®. Solo hasta 1962 Coscarelli et al establecieron
qgue la fuente de nutricibn mas importante para el crecimiento de los hongos

nematdfagos era la biotina, tiamina y el zinc®.

Posteriormente, estudios realizados en 1987, David Gorantl, determind que
el control biolégico por parte de los hongos nematéfagos no solo se puede
implementar en animales, sino también en plantas®. A partir de estos estudios
en este mismo afio, Grovold et al realizaron un estudio de campo en Dinamarca
para evaluar el efecto de la adicion de conidios de Arthrobotrys oligospora en

heces de vaca, sobre la reduccion de larvas de Cooperia oncophora y
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observaron una reduccion de hasta 10 veces el nimero de larvas de este
neméatodo, comparados con una parcela testigo a la que no se le adicionaron

conidios de este hongo ’.

Gracias a este aporte cientifico, en 1979, Barron describe que el
Arthrobotrys flagrans era capaz de formar las clamidosporas, después de la
ruptura de la pared de la hifa primaria, mediante la expansion de la pared
interna que luego produce incrustaciones verrugosas sobre su superficie, las

cuales van a interactuar con el neméatodo en la accién nematofaga®.

En 1983, Delia Bucaro realizé una investigacion sobre hongos nematofagos
en el Salvador, donde se aislaron 18 especies de hongos nematéfagos®.
Teniendo toda esta informacion sobre la efectividad y la nueva implementacion
del método de control biolégico con hongos nematéfagos, en 1995, se realizé la
primera Conferencia sobre Nuevos Enfoques para el Control de Helmintos
Paréasitos de Ganado en Armidale, Australia®®, lo que permitié una evolucion en
la implementacién mundial de este control biolégico, principalmente en el area

ganadera y equina.

Durante estos estudios, aparecieron diversas incognitas sobre la viabilidad,
mantenimiento y eficiencia de la accion nematofaga in vitro de estos hongos,
pero gracias a un estudio realizado en 1999 por Jaime Flores et al, describieron
que Duddingtonia flagrans es capaz de mantenerse durante un afio a
temperatura ambiente'?, resolviendo asf la duda frente al mantenimiento, pero
no quedando claro, si se alteré su capacidad nemat6faga y su eficiencia a la

hora de entrar en contacto de nuevo con el nematodo.

En el 2005, Roberto Gonzélez et al, resuelven la incégnita de por qué el
hongo ataca los nemétodos in vitro, manifestando que esta necesidad
predadora se da en el medio en el que crece el hongo, que es el agar agua;
este medio, es un medio pobre en nutrientes, lo cual hace que el hongo
requiera de las fuentes de carbono que le suministrara el nematodo al entrar en

contacto y caer en sus trampas predadoras®?.



En el 2009, Martha Orozco et al, hicieron un estudio con 16 cepas de
hongos nematéfagos determinando que la actividad predadora de cada hongo
esta influenciada por la especie y procedencia de los hongos, pero también la
especie de larvas a la que se los enfrenta®. Esto demuestra que la eficiencia

del hongo se limita a diversas variables.

Para el 2011, Armando Aguilar et al buscaron implementar una nueva
técnica de control biolégico que interactuara directamente con el animal.
Crearon pellets a los cuales le implementaron el hongo nematéfago. No hubo
buenos resultados porque al parecer los acidos presentes no fueron resistidos
por el hongo.**

En el 2013, Maria Sol Arias et al, realizaron un estudio en donde buscaban
probar el crecimiento de A. flagrans en agar harina de maiz, utilizando los
nematodos vivos, extracto de nematodos y nematodos muertos. En esta
investigacion, se demostré6 que no es necesario tener al nematodo vivo para

que pueda ser estimulada la produccién de clamidiosporas™.

En 2015, Juan Li et al, estimaron que las caracteristicas carnivoras de
hongos que atrapan el nematodo probablemente aparecieron
aproximadamente 400 afios atras, resultados filogenéticos basados en los ARN
ribosomales (ARNr) y genes codificantes de proteinas, sugirieron que las
estructuras de captura podrian servir como indicadores robustos para la

delimitacién genérica entre estos hongos.*®

Posteriormente, en 2017 Yen Ping et al, demostraron que A. oligospora
puede superar el problema de que los nematodos se escapen, mientras el
hongo realiza la formacién de la trampa por completo. El hongo logra atraer a
los nematodos para que se queden cerca, al producir varios compuestos

volatiles.’

Por otro lado, Maria Belen en el 2018, demostr6 que los hongos

nematofagos cultivados en medios liquidos, presenta actividad nematicida y



nemostatica, debido a la exotoxinas que secreta en el medio, mostrando un

nuevo enfoque al cultivo de los hongos nematéfagos™®



4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

e Desarrollar un medio de cultivo para el crecimiento y mantenimiento de
la accibn nematofaga en hongos aislados del suelo, verificando su
accion antagonica, utilizando como modelo el nematodo experimental

Caenorhabditis elegans.

4.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Obtener un extracto de proteinas del modelo experimental
Caenorhabditis elegans para incorporar al medio de cultivo como
estimulo al desarrollo de hongos nematofagos.

e Desarrollar el medio de cultivo para el crecimiento y mantenimiento del
hongo nematéfago

e Verificar la accion antagonica de los hongos nematéfagos en el medio

de cultivo desarrollado.



5. MARCO TEORICO

5.1 Medios de cultivo

Un medio de cultivo es un sustrato o una solucion de nutrientes que permite
el desarrollo de microorganismos *°. Los medios de cultivo se pueden clasificar
de diferentes maneras dependiendo de su origen, consistencia y compaosicion.

En la clasificacion segun su origen, se pueden encontrar los medios
naturales, que son de origen animal o vegetal como extractos de tejidos o
infusiones sin interaccion de componentes quimicos. Sintéticos, son los medios
que contienen una composicion quimica definida cualitativamente vy
cuantitativamente y los semisintéticos, que son los medios sintéticos con una
adicion de factores de crecimiento bajo *°.

Por otro lado también se clasifican segun consistencia, entre estos se
encuentran los medios liquidos, también denominado caldo el cual contiene los
nutrientes en una solucién acuosa, los sélidos que son obtenidos mediante un
medio liquido mas la agregacion de agar la cual es una sustancia inerte
polisacarido que se extrae de las algas la cual ayuda a dar consistencia al
medio y no influye en el crecimiento del microorganismo y el medio semisolido
también esta constituido por un medio liquido con una minima concentracién de

agar- agar®.

Por ultimo, estan los medios clasificados por composicion, se determinan por
el requerimiento de componentes que necesite el microorganismo que se
desea obtener, esto hace que el medio se convierta en un medio comdn o
basico, diferencial o de enriquecimiento y selectivo. En estos medios es
fundamental tener en cuenta factores como, pH, temperatura, alteraciones
osmoticas, nivel de oxigeno, antibidticos, inhibidores, factores de crecimiento,

entre otros™®.

5.2 Hongos nemato6fagos
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Los hongos nematéfagos pertenecen a una familia de hongos que habitan
principalmente en el suelo, y son antagonistas de los nematodos mas

estudiados, porque tienen las siguientes ventajas:

1) Alto potencial como agentes biocontroladores.
2) Presentan adaptaciones morfolégicas y alta capacidad para capturar

nematodos?°.

Los hongos nematéfagos se agrupan en su mayoria dentro de los hongos
anamorficos son habitantes naturales del suelo y pueden aislarse de heces de

animales, suelo y material vegetal en descomposicion?.

Estos microorganismos tienen la propiedad de capturar y de depredar las
larvas en las heces antes de que se trasladen a las pasturas, evitando asi su
ingestion por los animales en pastoreo. Tienen la habilidad de usar los
nematodos como un recurso nutritivo adicional, de tal manera que al pasar a
estado parasitico cambian su morfologia y desarrollan las trampas de

captura®.

Existen estudios en los que se ha encontrado que los hongos nematéfagos
como resultado de su metabolismo, producen una serie de compuestos con
actividades diversas, dentro de las que destacan enzimas con actividad
proteolitica, nematicida e inclusive contra células cancerigenas; llegando a
tener un importante impacto; no solo en el control de plagas de importancia
agricola y pecuaria; sino que inclusive podrian llegar a tener un uso potencial

en salud publica®
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Figura 1. Esquema con las principales estructuras de los hongos
nematéfagos®.

5.2.1 Estructuras de atrapamiento de los hongos nematéfagos.

5.2.1.1 Hifas adhesivas: El material adhesivo es producido sobre la
superficie de la hifa y un nematodo puede ser capturado en cualquier
punto®. Este método de atrapamiento se encuentra en los hongos
Zygomycetos.

5.2.1.2 Anillos no constrictores: Son producidos por ramas que se
forman a partir de una hifa postrada; la rama crece y se curva hasta
llegar a su punto de partida formando un anillo de 20 — 30 micrones
de diametro®. Los nematodos son capturados cuando se mueven en
el interior del anillo formado por tres células. Estos anillos ocurren
solamente en los Deuteromycetes.

5.2.1.3 Anillos constrictores: Se forman de la misma manera que los no
constrictores sélo que el tallo es mas corto y mas grueso. Cuando un
nematodo entra en un anillo acciona una respuesta en el hongo que
consiste en el ensanchamiento de las tres células hacia adentro con
una fuerza y una presion que constrifie el cuerpo del nematodo sin
posibilidad de escape?, esta forma de atrapamiento es cominmente

encontrada en los Deuteromycetes

Figura 2. Larvas de nematodos atrapadas por anillos constrictores?.
5.2.1.4 Ramas adhesivas: Son prolongaciones miceliales que también

producen una sustancia adhesiva donde quedan atrapados los
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nematodos; estas estructuras se encuentran en pocas especies de
los Deuteromicetos. Una rama esta cubierta en toda su superficie de
una sustancia adhesiva, los nematodos son capturados cuando
quedan adheridos a estas estructuras®.

5.2.1.5 Redes adhesivas: Los nematodos son capturados porque se
adhieren a redes bidimensionales o tridimensionales que estan
cubiertas con una sustancia adhesiva®. Las redes son la forma mas
comun de atrapamiento y se encuentra solo en los Deuteromycetes.

5.2.2 Arthrobotrys musiformis

Tabla 1. Clasificacion taxonémica Arthrobotrys

| Reino | Hongos \
| Filum | Ascomicota |
| Clase | Orbiliomicetos |
| Orden | Orbiliales \
| Familia | Orbiliaceae
| Genero | Arthrobotrys

Hongo nematéfago caracterizado por tener conidiéforos erectos con
7 a 12 conidios y un sistema de candelabros como ramificaciones
cada una con un unico conidio terminal. Los conidios son alargados,
ovoidales, rectos o ligeramente curvos, con un septo medial.

Filogénicamente A. musiformis forma redes adhesivas
tridimensionales y anillos simples en presencia de nematodos. Una
de las ventajas que exhibe este hongo frente a A. oligospora es el
desarrollo de estructuras de reproduccibn en cantidades
considerables, denominadas clamidosporas, las cuales facilitan el

rapido desarrollo de colonias puras en laboratorio y por otro lado

resisten los procesos digestivos de
los animales tratados con
esta estrategia de control

biolégico. %°




Figura 3. Estructuras de Arthrobotrys musiformis 2°

5.3 Nematodos

Los nematodos son gusanos cilindricos y alargados que pueden medir de
0.1 a 150 cm, con extremos normalmente puntiagudos, son organismos
tribasicos con una cuticula externa semirrigida que les impide crecer, por lo que
se ven obligados a mudar; por debajo de esta, se encuentra la hipodermis y

mas internamente la capa muscular #*.

Estos organismos constituyen el grupo mas abundante de animales
multicelulares en la tierra, en la que ocupan la mayoria de los habitats. Son
parasitos de animales y plantas; pueden alimentarse de bacterias, hongos y
hasta de otros nematodos. Su forma es de hilo o similar a una anguila,
viéndose redondos al corte transversal, su cuerpo es liso, nunca segmentado,
carece de patas u otros apéndices; su movilidad depende de los musculos

longitudinales divididos en cuatro cordones.?

En su mayoria, se reproducen de forma bisexual, algunas especies
presentan reproduccién partenogenética, el ciclo de vida es simple y directo y

se divide en seis estadios: huevo, cuatro estados larvarios y el adulto®

53.1 Clasificacién taxonémica de los nematodos

Tabla 2. Clasificacion taxonémica de los neméatodos.

Reino | Animalia |

| Filum | Nematoda |
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| Clase | Secernentea |
| Orden | Rhabditida \
| Suborden | Strongylida \
Familia Strongyloidea,
Tichostrongyloidea,
Rhabditidae

Genero Haemonchus, Cooperia,
Nematodirus, Trichostrongylus,
Strongyloides, , Trichuris,
Caenorhbditis.

5.3.2 Caenorhabditis elegans como modelo experimental

El neméatodo C. elegans es facil de manipular en el laboratorio, tiene un
genoma pequefio, una anatomia simple y esto lo convierte en un organismo
modelo muy atractivo para estudiar los mecanismos de accion de sus genes,
su funcionamiento y regulacién. Actualmente, se conoce que el genoma de
este neméatodo estd conformado por alrededor de 19.000 genes %’. Este
organismo ayuda a definir las razones del envejecimiento humano,

funcionamiento neuronal y diferenciacion celular 2.

En el ciclo de vida de este neméatodo se puede determinar cada una de las
fases de su ciclo de vida mediante la observacion, cada adulto hermafrodita es
capaz de colocar entre 200 y 300 huevos, al eclosionar, la nueva generacion
paso por cuatro estados larvarios antes de llegar a la etapa adulta. Durante su
segundo estado larvario, y en caso de sobrepoblaciéon o ausencia de alimento,
la larva puede entrar a un estado larvario alternativo, entrando a una especie
de hibernacién, siendo resistente al medio y al envejecimiento, a partir del
cuarto estado larvario, los hermafroditas son capaces de producir
espermatozoos y en el estado adulto pueden generar asimismo huevos;
Los machos pueden inseminar a los hermafroditas lo que incrementa
la variabilidad de sus descendientes. El tiempo promedio de este proceso es de
apenas dos o tres dias, y la vida promedio del adulto en el laboratorio, a una
temperatura constante de 20 °C es de dos a tres semanas Fig. (4)

15



Adult

young adult

b g eI
uie ] . .‘*Q\
! L4 larva
/‘\\ﬂ/ embryonic .

14 hr
Dauer larva o

L3 larva \3 hr /

7 NS Predauer (L2d)

crowding § low food /
8 hr AN
AN L1 larva

L2 larva 12hr

X
] several months developme nt

Figura 4 Ciclo de vida del nematodo C. elegans

5.3.3 Alternativas no quimicas de control de nematodos
gastrointestinales

Las principales alternativas al control convencional de nematodos

gastrointestinales que se encuentran en fase de desarrollo son:

e Estrategiainmunoldgica:

La vacunacion contra los nematodos gastrointestinales constituye la opcion
mas atractiva para reducir el uso de antihelminticos, aun sin que se haya
establecido la resistencia antihelmintica en las fincas®®. Un ejemplo es el
antigeno H-11 que se ha utilizado para la produccién de vacunas contra H.
contortus, pero no existen suficientes estudios que demuestren la efectividad
de estas vacunas, es por esto que se requiere una mayor investigacion en este

campo?®

5.4 Control biolégico

El suelo es un habitat que aloja a una gran variedad de microorganismos
de distintas poblaciones en las que se establecen asociaciones biologicas
diversas que luchan por alimento y espacio®. Asi que, los neméatodos del

suelo poseen una amplia gama de enemigos naturales que de alguna manera
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actlan como agentes bio-reguladores de las poblaciones de estos en el suelo,
entre ellos, se han identificado diversos organismos como micro-artrépodos,
protozoos, nematodos predadores, virus, bacterias y hongos, que utilizan como
alimento a nematodos de vida libre; asi como a otro tipo de neméatodos

parasitos de plantas y animales®.

El control biolégico se define como la identificacion y el empleo de
enemigos naturales para el control de las formas de vida libre de los
nematodos gastrointestinales en las pasturas y suelo, entre los cuales se

encuentran los hongos nematéfagos .

Las estrategias no quimicas se
encuentran en el mismo nivel de desarrollo, sin embargo, se considera que la
estrategia de control biolégico es quizas, hoy, la estrategia mas promisoria en
tanto se ha demostrado que es segura y eficiente para controlar los nematodos

gastrointestinales en las pasturas %°.

5.5 Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS “SDS-PAGE”.

La electroforesis es un método analitico — semipreparativo, en el que se
separan biomoléculas, teniendo en cuenta factores como su carga,
desplazandose al electrodo de carga contraria y a mayor velocidad cuanto

mayor es la carga de la molécula®.

Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerizacion del monémero
acrilamida y del monomero entrecruzador bisacrilamida. La polimerizacion se
inicia con la formacién de radicales libres del monémero, que se producen por
radicales libres de oxigeno, por la accion de iones persulfato®. El (TEMED) se
emplean como catalizadores de esta reaccion, porque causan la formacién de
radicales libres del persulfato. Esta reaccion es fuertemente inhibida por altos
niveles de oxigeno por lo que la solucion debe ser desgasificada para lograr

una formacién de gel reproducible®*.

El dodecil sulfato de sodio (SDS) conocido también como lauril sulfato, es
un detergente anidnico capaz de romper las interacciones no covalentes, el

cual se agrega en la preparacion de la muestra con un agente reductor, el
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mercaptoetanol es utilizado para reducir los puentes disulfuro con el fin de
desnaturalizar la proteina, uniéndose al SDS cargandose negativamente,
siendo en general, la cantidad de SDS unido proporcional al peso molecular del
polipéptido, pudiéndose separar estas por su masa molecular (y no por su
densidad de carga) por accién de los poros del gel*. Asi, los complejos SDS-
proteina formados se someten a electroforesis sobre gel de poliacrilamida. La
direccion de la corrida es vertical descendente. Las bandas se visualizan

cuando se tifien con colorante Azul de Coomasie™®.
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6. DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio: Cuantitativo, Descriptivo, Experimental
Universo: Medios de cultivo
Poblacion: Medios de cultivo enriquecidos

Muestra: Medios de cultivo enriquecidos con extracto del modelo animal C.

elegans
Hipotesis:

El desarrollo y mantenimiento de la actividad nematéfaga de hongos
nematofagos puede lograrse en un medio enriquecido con extracto de

proteinas del modelo experimental C.elegans.

Variables:
Tabla 3. Variables e indicadores (Autores)

Obtener un extracto de proteinas

del modelo experimental con C.

elegans para estimular el

crecimiento del hongo nematéfago  Composicion

en el medio a desarrollar del medio de
cultivo

Verificar la accion antagénica de ~ Nematodos
los hongos nematéfagos en el Hongos que

medio de cultivo disefiado. Temperatura de.ml.Jestren
crecimiento con

Viabilidad accion nematofaga

Disefiar un protocolo para la
elaboracion de un medio de cultivo ~ EXtracto de
de enriquecimiento que permita el proteinas
desarrollo de hongos nemato6fagos

19



6.1 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS:

Fase 1: OBTENCION DEL EXTRACTO DE PROTEINAS

Preparacién de medios de cultivo para reproduccién y mantenimiento del
nematodo C. elegans

Inicialmente, se procedié a elaborar el medio NGM (Nematode growth
media) con la cepa E.coli OP50 (Anexo 1) para Caenorhabditis elegans; la
siembra de los neméatodos, se realizd6 por medio de la técnica de Plug agar
(Anexo 9), que consistio en tomar el asa redonda previamente esterilizada y del
cultivo primario sacar una pequefa parte del agar, que contenga nematodos,
para luego ser sembrada al medio NGM que se elaboré como se indica en la fig
(5); transcurrida una semana, se obtuvo una poblacién (n= 100 - 150) del
nematodo C.elegans que fue utilizada para la estimulacion del hongo.

Figura 5. Preparacion medio NGM (autores)

Extraccion de proteinas

Se procedio a realizar 3 cultivos de nematodos con el fin de tener un pool,
en el cual por cada una de las placas de Petri se obtuvieron (n= 100 — 150)
nematodos en distintos estados larvarios.

Posteriormente, se lavo las cajas de Petri 3 veces con solucion M9 con el
fin de obtener (n=400 - 500) larvas del modelo experimental C. elegans (Anexo
2). Luego se agregd6 100 ul de tampodn de lisis (50 mM Tris-HCI pH7.5, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 0.2 mM DTT, 1% Triton X-100 ,v/v; 10% glicerol, v/v)

suplementado con un inhibidor de proteinasa (PMSF 1 mM), se aplico vortex y
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se dejo en hielo 10 min. Se repitié este ultimo paso 3 veces, hasta completar en
total 300 ul de buffer de lisis.

Posteriormente, la muestra se pasé por un método de ultrasonido, con el
equipo 2L Jewellery Lab Digital Ultrasonic Cleaner Machine para la lisis de las
membranas del pool de nematodos, a una temperatura de 4°C, con el fin de
mantener la cadena de frio y evitar que las proteinasas se activen. El tiempo de
este procedimiento fue de 2 minutos y medio (Especificaciones del
procedimiento: 15sg ON; 4sg OFF hasta completar el tiempo especificado). El
procedimiento se repitid dos veces. Posteriormente, se centrifugd a 11.000 x g
a 4 °C durante 10 min y se separ6 el sobrenadante que contenia el extracto de

proteinas

Una vez obtenido el extracto de proteinas, se realizd una
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato soédico SDS-PAGE
(Anexo 3), que permite la separacion de moléculas cargadas por migracion en
un campo eléctrico fig. (6), con el fin de demostrar la presencia de proteinas®.

Figura 6. Electroforesis SDS-PAGE (autores)

La electroforesis se realizo en gel de SDS-poliacrilamida 12.5% a 120 V, el
gel polimerizado se colocé en una camara de electroforesis BIORAD mini
PROTEAN Il y se cubrié con buffer de corrido 1X (0,25M Tris, 0,2M Glicina,
0,1% SDS pH 8,3). La muestra fue diluida con el buffer de carga Laemli, se
utilizé un marcador de peso molecular de 0-100 kD y EI gel fue coloreado con
azul de Coomasie.
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Fase 2: DESARROLLO DEL MEDIO DE CULTIVO PARA EL CRECIMIENTO
DEL HONGO NEMATOFAGO

Toma de muestras de suelos

La muestra se recolect6 realizando la técnica de muestreo sisteméatico en
X, tomando 5 puntos diferentes del terreno en forma simétrica *® como se
observa en la Fig. (7), se elimind la cobertura vegetal y se tomé el suelo a 5 cm
de profundidad, la muestra se envaso en bolsa de plastico resistente para ser

identificada correctamente.

Figura 7 DIAGRAMA DE TOMA DE MUESTRA Muestreo sistematico en x
(autores)

La muestra fue marcada con los datos demogréficos correspondientes a los
formatos correspondientes (anexo 4 y anexo 5) y su transporte se realizé en las
siguientes condiciones: temperatura ambiente, libore de humedad e

identificacion de la muestra.
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Los sitios de la toma de las muestras de suelo fueron:

1. Municipio de Fosca Cundinamarca (2 muestras de suelo en una finca a las

afueras de la cabecera municipal).

2. Municipio de La Calera, Cundinamarca (5 muestras de suelo en la misma
finca, que presentaba material en descomposicion: (1) Materia fecal de perro,
(2) Materia fecal seca de vaca, (3) Materia fecal fresca de vaca, (4) Materia
fecal fresca de caballo, (5) Compost de materia fecal de caballo). En el caso de

estas muestras, se levanto el estiércol y se tomo el suelo.

Preparaciéon de los medios de cultivo para recuperar los hongos

nemato6fagos y pruebas preliminares

Se prepararon dos medios de cultivo: agar Sabouraud (Anexo 6) medio rico
en nutrientes que favorece el crecimiento del hongo, y Agar agua (Anexo 7) el
cual ha sido utilizado para generar un estado de estrés al hongo por la falta de

nutrientes.

Posteriormente, se sembraron las muestras recolectadas por duplicado en
agar Agua 5% y en agar Sabouraud, usando el método de espolvoreo como lo
realizé6 Barron en 1977%%. (Anexo 8) Los medios se incubaron a temperatura

ambiente durante 8 dias.

Se realiz6 la tincidn de azul de lactofenol para la identificacion del hongo
mediante clave dic6toma descrita por R. C. COOKE y B. E. S. GODFREY?’

Posterior a la incubacién del medio de cultivo, se adicion6 a cada uno,
aproximadamente 15 a 20 nematodos de C. elegans. A los 9 dias se
adicionaron 30 a 40 neméatodos de C. elegans y se les realizo seguimiento en
microscopio invertido todos los dias, por 15 dias, hasta observar la presencia
de accion nematodfaga y de las estructuras fagocitarias generadas por el micelio

del hongo nematéfago.
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Fase 3: VERIFICACION DE LA ACCION ANTAGONICA DE LOS HONGOS
NEMATOFAGOS EN EL MEDIO DE CULTIVO DESARROLLADO

Elaboracién del medio de cultivo con extracto de proteinas del modelo

animal C.elegans y siembra del hongo Arthrobotrys musiformis

Se preparo el medio de cultivo agar agua al 5%, y sobre la superficie del
medio se suspendié 400 ul del extracto de proteinas en diferentes
concentraciones, establecidas por una concentracion inicial 1/5 y dos diluciones
seriadas 1/10 y 1/20 tomando como concentracion inicial el extracto de

proteinas obtenido de n: 200 - 500 larvas.

Posteriormente, se realizé la siembra del hongo Arthrobotrys musiformis
por duplicado, Fig (8) mediante la técnica de Plug agar sobre el medio de

cultivo. Se realizé montaje del control negativo:

Control negativo, medio de cultivo sin el extracto de proteinas, con la
siembra del hongo mediante la técnica de Plug agar. Se observo a las 24y 48

horas en el microscopio Optico en objetivo 40X, directo del medio de cultivo

(@)

"

Figura 8 Siembra del hongo en los medios de cultivo con el extracto (autores)
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7. RESULTADOS

Fase 1: OBTENCION DEL EXTRACTO DE PROTEINAS

Realizada la ultrasonicacién, se obtuvo el sobrenadante que contenia el
extracto de proteinas. Fig. (9)

Posteriormente, se realizé la electroforesis utilizando gel de poliacrilamida
al 12% sembrando por duplicado. Fig (10). Para ambas muestras se observan
bandas de corrido entre los pesos moleculares 45-70 kDa.

Figura 9. Extracto de proteinas (autores) Figura 10. Corrido electroforesis SDS-PAGE

Fas (autores)

e 2. DESARROLLO DEL MEDIO DE
CULTIVO PARA EL CRECIMIENTO DEL HONGO NEMATOFAGO.

Pruebas preliminares.

A continuacién, se observan los resultados con las muestras de Fosca:

Tabla 4. Crecimiento muestras Fosca (Autores)

Figura 11 ( autores) Siembra de las dos Figura 12 (autores) Se observa el

muestras de suelo de Fosca, crecimiento obtenido en el agar
Cundinamarca, en agar agua, en los Sabouraud, a los cuales se les realizo
cuales no se obtuvo crecimiento de azul de lactofenol para su identificacion
ningun tipo de hongo morfol6gica por medio de la clave
dicétoma
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A B C

Figura (13) A. preparacion B y C. Hongo estéril (Autores)

Se determind que los hongos recuperados del agar Sabouraud no presentan
caracteristicas morfolégicas compatibles con hongos nematdéfagos segun clave
dicotoma descrita por Cooke y Godfrey *®, por lo tanto, se descartan las muestras de

suelo.

En la Tabla 5 se observan los resultados de la siembra de las muestras de

La Calera:

Tabla 5 Descripcion del crecimiento en el agar agua de las 5 muestras
obtenidas en la finca de la calera (Autores)
N© Muestra Resultado

muestra

1
Suelo con materia

fecal seca de perro
No se obtuvo
crecimiento en el agar
agua a los 8 dias de ser
cultivada

Figura (14) Muestra 1 calera (autores)

2 -

Suelo con materia fecal

seca de vaca
Se obtuvo un crecimiento
minimo el cual fue

observado con la ayuda
de estereoscopio, en

donde se puede observar
o la presencia de hifas.

Figura (15)‘Muestra 2 calera (autores)

o

I -

.
.
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Suelo con materia
fecal fresca de vaca
Se obtuvo un mayor
crecimiento del mismo
hongo observado en la
muestra nimero 2

Figura (16) Muestra 3 calera (autores)

4
Suelos con materia
fecal fresca de caballo
No se obtuvo
crecimiento
/
Figura (17) Muestra 4 calera (autores)
5

Compost de materia

fecal de caballo
Se evidencio crecimiento de
hongo acompafado de
contaminacion por parte de
estadios larvarios de la
mosca

Figura (18) Muestra 5 calera (autores)

Se seleccionaron las muestras de los suelos 2 y 3, debido a que
presentaron crecimiento con caracteristicas morfolégicas y microscépicas
compatibles con los hongos nematofagos, ademas presentaron un aislamiento
puro. Las muestras 1, 4 y 5 se descartaron por contaminacién y por no

presentar crecimiento post incubacion.

A los 15 dias de incubacion de las muestras seleccionadas, se observaron
en el microscopio Optico, en donde hay estructuras de atrapamiento

identificadas como anillos constrictores asociadas a actividad nematofaga, Ver

fig. _ _ (19)
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(20). Se evidencio que los nematodos atrapados se encuentran con pérdida de
movilidad y sin capacidad de forcejear ante la constriccibn que realizan las
hifas. Fig. (21)

Figura 19 Figura 20

Figura (19 y 20). Anillos constrictores observados 15 dias post incubacion
(autores)

Figura (21). Accion nematoéfaga de las estructuras constrictoras sobre el
nematodo (autores)

Se le realizo tincién azul de lactofenol (Anexo 10) como se observa en la

figura (22) para identificar su estructura y morfologia.
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Figura (22). Morfologia hongo nemat6fago Arthrobotrys musiformis en azul de
lactofenol (autores)

Fase 3: VERIFICACION DE LA ACCION ANTAGONICA DE LOS
HONGOS NEMATOFAGOS EN EL MEDIO DE CULTIVO
DESARROLLADO

Posterior a la siembra de la muestra seleccionada en el medio de cultivo
desarrollado, se observdo que a las 48 horas de incubacion, se evidencio
crecimiento de estructuras micoticas con formacion de anillos constrictores

compatibles con las estructuras del hongo nemato6fago previamente aislado.

Tabla 5. Crecimiento con dilucio inicial 1/5 y diluciones seriadas 1/10 1/20 del
extracto de proteinas (Autores)

Figura (23) Crecimiento en el agar con extracto del modelo
experimental C. elegans en la dilucién 1/5 (autores)

Dilucion 1/5, se observo crecimiento de hifas, compatibles con el hongo
aislado previamente evidenciando la formacién de 2 a 3 anillos constrictores
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por campo observado

Figura (24) Crecimiento en el agar con extracto del modelo experimental C.
elegans en la dilucion 1/10 (autores)

Dilucion 1/10, se observo crecimiento de hifas, compatibles con el hongo
aislado previmente evidenciando la formacion de 1 a 2 anillos constrictores
por campo observado

Figura (25) Crecimiento en el agar con extracto del modelo experimental C.
elegans en la dilucion 1/20 (autores)

Dilucion 1/20, se observo crecimiento de hifas, compatibles con el hongo
aislado previmente evidenciando la formacion de 0 a 1 anillo constrictor por
campo observado

Control negativo

Figura (26) control negativo (autores).
Agar agua sin extracto de proteinas a las 48 horas de siembra ( autores)
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Numero de anillos constrictores en 100 campos

NUMERO DE ANILLOS CONSTRICTORES EN 100
CAMPOS OBSERVADOS

—o—Dil 1:5 Dil 1:10 Dil 1:20

300
250
200
150
100

50

12 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS

Horas de observacion

GRAFICA 1. Numero de anillos constrictores observado en 100 campos, en
objetivo 40x a las 12h, 24h y 48h y 72h después de la siembra en el agar con
las diluciones 1:5, 1:10 y 1:20 del extracto de proteinas del modelo animal C.
elegans. (Autores)

En esta grafica se indica la presencia de estructuras caracteristicas de los
hongos nematéfagos como son los anillos constrictores, los cuales fueron
observados en objetivo 40x a diferentes horas en cada una de las diluciones
realizadas, de esta manera se determina que a las 12 y 24 horas aun no se
podian evidenciar la presencia de anillos constrictores en ninguna de las
diluciones, a las 48 horas de siembra se observa 120 anillos constrictores en la
dilucién 1/5, 78 en la dilucion 1/10 y 48 en la dilucion 1/20, a las 72 horas se
observaron 260 anillos constrictores en la dilucién 1/5, 180 en la dilucion 1/10 y
88 en la dilucion 1/20.
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8. DISCUSION

Los hongos nematofagos son considerados una alternativa para el control
biolégico; pertenecen a los microorganismos que habitan en suelos donde hay
presencia de materia organica en descomposicion, tal como, lo describe Barrén
en 1979, quien evidencio el crecimiento de hifas y micelios compatibles con

hongos nematéfagos tomados de muestras de suelo®

La interaccion hongo-neméatodo se debe a diferentes estimulos, tales como,
los movimientos de los nematodos, sustancias excretadas por los neméatodos y
escasez de agua y nutrientes, descrito por Nordbring-Hertz B et al en el 2006,
quienes colocaron el hongo Arthrobotrys spp. en contacto con el nematodo y
también obtuvieron la presencia de anillos constrictores®. La problematica que
presenta la captura, es que el hongo solamente desencadena la morfogénesis
de las hifas en presencia del neméatodo. La formacion de la trampa de captura
puede durar mas de 12 horas, tiempo en el cual los neméatodos pueden

escapar antes que las trampas funcionales sean formadas por completo.*

En la primera fase del presente estudio, teniendo en cuenta el problema
con la captura, se decidid utilizar un extracto de proteinas de un modelo
experimental del nematodo C.elegans, caracterizado por tener la tipica
organizacion de los neméatodos, compuesto por un tubo exterior (pared del
cuerpo) que se compone de la cuticula, hipodermis, sistema excretor, neuronas
y musculos; y el tubo interior comprende la faringe, intestino; y en el adulto, las
gonadas y el aparato ovopositor. Todos estos tejidos estan bajo una presién

hidrostatica interna, regulada por un sistema osmorregulatorio *°.

En el lavado con medio M9 en las cajas de Petri con agar NGM como se
realiz6 en esta investigacion, se encontraron huevos y larvas en diferentes
fases de desarrollo, por tal motivo, en la lisis de proteinas de C. elegans se
pueden obtener diferentes tipos de proteinas, presentes tanto en el tubo
exterior como en el tubo interno de los nematodos y de la cuticula del huevo.
Tal como lo describieron Schenck et al en 1980, donde reportaron la presencia

de proteinas como, el colageno entre cruzado (80%) y otras proteinas
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insolubles, que se encuentra en el tubo exterior de la membrana del neméatodo;

y la quitina, que se encuentra en las cascaras de huevo de los nematodos **

Con relacion a la recoleccibn de suelos con potenciales hongos
nematéfagos, se evidencia que la recoleccion de muestras de suelo realizada
en el municipio de Fosca Cundinamarca, se efectu6 en un suelo libre de
materia organica, ya que en este suelo no pastaba ninguna especie animal, ni
se realizaba algun tipo de agricultura, lo que explica el hecho de que no se
pudiera obtener el crecimiento de hongos nematéfagos Jaffee et al. En 1998
luego de un estudio sobre la microbiota del suelo en dos parcelas, una organica
y otra convencional demostré6 que el desarrollo de hongos con capacidad

nematdfaga fue mayor en la parcela organica que en la parcela convencional.

Por esta razén en los suelos recolectados en el municipio de la Calera
Cundinamarca, si se evidencié crecimiento de estructuras micoticas
compatibles con hongos nemato6fagos, ya que en estos suelos si contaba con la
presencia de materia organica en descomposicion, debido a que en el terreno
se encontraban pastando vacas, caballos y habian varios perros rondando por
el terreno. Los suelos recolectados en el presente estudio fueron tomados por
el muestreo sistematico en X, lo que determina realizar la toma de muestra a 5
cm de profundidad, aumentando la posibilidad de encontrar en estos suelos
hongos nematofagos, asi como lo describe Luis LOpez et al que en los primeros
30 cm de suelos agricolas y forestales se encuentran organismos ubicuos

como los hongos nematéfagos y nematodos™.

Al respecto, Marquez en el 2011 describe el estimulo que le proporcionan
los nematodos a los hongos, ayudando a su crecimiento cuando se encuentra
en un estado de estrés generado por el agar agua, debido a que no cuenta con
ningun tipo de nutriente, haciendo que el hongo exprese sus diferentes
mecanismos de accién frente a los parasitos®. Por tal razén, cuando se cultivé
la muestra de suelo, requirié la adicién de los nematodos, y asi, se logro

observar crecimiento a los 15 dias de incubacion

Por otra parte, como ha sido descrito en la literatura, esta interaccion esta
mediada por una serie de etapas: reconocimiento, adherencia, penetracion y

digestion**. El primer reconocimiento que tiene el hongo con el neméatodo, se
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da mediante diferentes estimulos bioquimicos, donde las proteinas como la
lectina que se encuentra presente en las hifas del hongo, permiten la adhesion
entre el hongo y el nematodo. Posteriormente, el hongo es capaz de penetrar el
nematodo rompiendo su cuticula con enzimas hidroliticas, tales como,

proteasas, quitinasas y colagenasas™.

El extracto de proteinas se corrio mediante electroforesis y se evidencio la
presencia de unas bandas de corrido, lo que demuestra que el lisado por
ultrasonido logro extraer las proteinas del nematodo, tal como lo describe
Bhaskara Shilesh en el 2011%® donde verificé la integridad de las proteinas y
observaron que casi toda la proteina permanecia intacta después de la
sonicacién, en este estudio utilizaron el método de extraccion por sonicacion, a
diferencia del presente trabajo, donde la extraccion se realiz6 mediante un
ultrasonido; sin embargo, la literatura describe que ambos métodos tienen el
mismo principio en la energia de sonido, las ondas de baja y alta presion, y
tienen la capacidad de romper el material fibroso y celulitico en particulas mas
finas y romper las paredes de las células, lo que libera mas material

intracelular.

Las bandas de corrido obtenidas en la presente investigacion muestran la
presencia de proteinas pertenecientes a la estructura tanto interna como
externa del nematodo, que se encuentran entre un peso molecular de 1-100
kDa. Asi como lo describe estudios previos, James Kramer et al en 1988
describe un gen que codifica un colageno de la membrana de C. elegans, en el
cual la caracterizacion del colageno identificado refiere un peso molecular de
32 kDa*', y otros estudios afirman que porciones del colageno de la membrana
de C. elegans, poseen un peso molecular menor a 1000 kDa, tal como lo
describe, George Cox et al en 2014, quienes realizaron una caracterizacion de
las proteinas de colageno extraidas de la cuticula, mediante SDS-Page
determinan la variedad de fracciones de colagenos que se puede encontrar en

la cuticula®®.

Por tal razén, se explica porque se obtuvo un mejor resultado en la dilucion
1/5, debido a que presenta una mayor concentracion de proteinas y por lo tanto
va a generar un mayor estimulo en el hongo, logrando que forme anillos
constrictores y adicionalmente, reduciendo el tiempo de crecimiento, sin
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presencia del nematodo vivo, lo que puede significar que no solamente es
necesario los estimulos a nivel de la estructura del hongo sino también son de

gran importancia los estimulos bioquimicos.

En este trabajo, el hongo que se logro6 aislar a partir de materia fecal fresca
en descomposicion, fue Arthrobotrys musiformis, el cual, en estudios previos ha
sido reportado por Carlos Saumell en el 2000, quien dijo que este hongo tiene
un alto potencial como agente de control biolégico, por su capacidad de
soportar el estrés que le genera el tracto gastrointestinal de los rumiantes y aun
asi lograr mantener sus cualidades nematofagas*. Ademaés, otros estudios
describen filogénicamente A. musiformis formando redes adhesivas
tridimensionales y anillos simples en presencia de nematodos, con la
capacidad de desarrollar estructuras de reproduccion en cantidades
considerables, denominadas clamidosporas, las cuales facilitan el rapido
desarrollo de colonias puras en laboratorio y por otro lado resisten los procesos
digestivos de los animales tratados con esta estrategia de control biolégico?.
Lo que explica el hecho de que se haya observado crecimiento de hongos

nematofagos en las muestras de suelo utilizadas en el presente estudio.

El aislamiento del hongo en el agar agua con extracto de proteinas
obtenidas del modelo animal C. elegans. Permitié potencializar la formacion de
las estructuras nematoéfagas reduciendo el tiempo de incubacion a 48 horas, en
las que se pudo evidenciar la formacion de los anillos constrictores, mostrando
gue entre mayor sea la dilucion mejor sera el resultado obtenido, debido a que
al tener una mayor cantidad de extracto se va poder hacer una mejor

estimulacion del hongo tal como se pudo evidenciar en el presente trabajo.

Estos resultados pueden ser Utiles para poder ser probado en el futuro
como una manera de poder generar biomasa en tiempos mas cortos, incluso
podria ser una manera de poder llevarlo a campo, donde se podria estimular
los hongos que se encuentran habitando de forma saprofita en el suelo con el
fin de que en el momento que el ganado elimina los parésitos en sus heces el
hongo ya se va a encontrar activo y puede interrumpir el ciclo de vida del

parasito y asi poder reducir la parasitemia en los ganados.
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9. CONCLUSIONES

Se pudo concluir que, el extracto de proteinas de C. elegans, libre en el
medio mejora el mantenimiento y la viabilidad del hongo, ya que se
pudo realizar una nueva siembra del aislamiento inicial del hongo
nematofago obtenido en agar agua, a un segundo medio con extracto
de proteinas, sin que se altere su morfologia ni su accion nematéfaga.
El método de ultrasonido puede ser una alternativa para la extraccion
de proteinas de nematodos, en caso de no poder acceder al método de
sonicacion, ya que los resultados obtenidos demostraron su presencia
confirmada por electroforesis.

El extracto de proteinas obtenido del modelo animal C. elegans en
diluciones mas altas, generan un mayor estimulo para la formacion de
las estructuras micoticas con caracteristicas nematofagas, evidenciado
la formacion de anillos constrictores a las 48 horas de siembra.

Se pudo determinar que uno de los factores que favorecen a la
activacion de la actividad nematdéfaga, es el estrés en el que entra el
hongo por la falta de nutrientes, por esta razén el medio de cultivo base
gue se uso en el proyecto fue el agar agua.

Se pudo establecer que al tener disponibles las proteinas libres en el
medio, hay una mejor interaccién entre las proteinas y el hongo,
potencializando la activacion de sus estructuras de atrapamiento como
anillos constrictores en menor tiempo, reduciendo el tiempo de
crecimiento del hongo con respecto a la técnica reportada en la

literatura.
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11.ANEXOS

ANEXO 1 Composicion medio NGM

Agua 500 mL

NacCl 1.5¢r

Agar 8.50r
Peptona 1.25gr
CaCl2 1M 0.5 mL
Colesterol en etanol 0.5 mL
MgSO4 1M 0.5 mL
Buffer KPO4 1M 12.5 mL

PREPARACION DE MEDIO NGM

Adicionar en un Erlenmeyer de 500 mL, 200 mL de agua destilada.
Agregar 1,5 g de NaCl en constante agitacion y calor.

Adicionar 8,5 g de agar y 1,25 g de peptona. Completar a 500 mL con
300 mL de agua destilada.

Autoclavar.

5. Sumergir el Erlenmeyer en una tina de agua destilada fria. Dejar en

© © N o

reposo hasta que se encuentre tibio.

Agregar a la solucién 0,5 mL de CaCl2 1M.

Agregar 0,5mL de colesterol en etanol.

Agregar 0,5 mL de MgSO4 1M.

Agregar 12,5 mL de Buffer KPO4 1M. (108,3 g KH2PO4, 35,6 g K2HPOA4
en 1L de H20)

10.Mezclar bien y servir en placas de Petri.

ANEXO 2 Composicion y preparacion del buffer M9

Formula base del buffer m9, formula aproximada por litro.

Na2HPO4 6 grams/L
KH2PO4 3 grams/L
NacCl 5 grams/L
MgSO4 0.25grams/L
H20 1L
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Instrucciones de preparacion.

1. Disuélvanse 3 g de KH2PO4, 6 g de Na2HPO4y 5 g de NaClen 1 L
de H20.

2. Autoclave por 20 min.
Agregue 1 ml de MgSO4 1M.

4. Almacenar a temperatura ambiente. después de 2 semanas,

verifique la contaminacion visible antes de su uso.

ANEXO 3 Elaboraciéon de la electroforesis SDS PAGE

MATERIALES Y REACTIVOS

* Fuente de electroforesis.

« Bafio de incubacion

» Cubeta de electroforesis con cristales, peines y separadores.
* Formador de geles

* Pipetas

» Solucién de acrilamida/bisacrilamida: Contiene 30 % acrilamida + 0.8 %

bisacrilamida preparada en agua destilada
* Disolucion de SDS: 10 % en agua destilada

* Disolucion de persulfato amoénico: 100 mg/mL en agua destilada « TEMED

(solucion comercial)
* Tampon del gel separador: Tris 1M; pH = 8,8
» Tampdn del gel acumulador: Tris 0,5 M; pH = 6,8

* Tampdn de Ruptura 5X que contiene: 2,5 ml de solucion de SDS 10%; 0,2 ml
de 2-mercaptoetanol; 0,5 ml de azul de bromofenol 0,05%; 0,3 ml de tampon de

electroforesis; 1 ml de glicerol y 0,5 ml de Tris 0,5 M pH 6,8.

« Tampdn de electroforesis: contiene 14,4 g/l de glicina, 3 g/l de Tris (base) y
10 ml/l de SDS 10%.
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» Marcadores pretefidos de peso molecular

PROCEDIMIENTO PARA LA ELECTROFORESIS EN SDS - PAGE
MONTAJE DEL SISTEMA DE ELECTROFORESIS

Se utilizara un gel plano de 1,5 mm de grosor.

e Montar el “sandwich” con dos placas de vidrio (uno tiene un rebaje) y los
dos “separadores” en vertical entre ellas y a ambos lados.

¢ Introducirlo en el soporte formador de geles. Sujetar el conjunto.

e Se empleard un gel separador con un 7,5 % de acrilamida y un gel
acumulador con un 4,8% de acrilamida. Los geles se preparan
mezclando, en un vaso de precipitados, los componentes indicados en la
tabla (el persulfato y el TEMED inician la reaccion de polimerizacion, por
lo que se deben afiadir en dltimo lugar) y rapidamente proceder al
llenado con la mezcla (las cantidades indicadas dan para dos geles). La
solucion de acrilamida/bisacrilamida se debe utilizar con guantes y
pipetear con propipeta. Primero se polimeriza el gel separador (ver
tabla). Para ello se rellena, con la mezcla todavia liquida, el espacio
entre las dos placas hasta unos 3 cm del borde superior del cristal corto,
usando una pipeta pasteur. Afadir encima una pequefia cantidad de
agua destilada (esto hace que la superficie del gel quede recta). Esperar
a que polimerice el gel (entre 30 y 60 min, observar la mezcla sobrante
en el vaso). Volcar para retirar el agua destilada. Secar con un papel de
filtro. Afadir sobre este gel separador la mezcla (ver tabla) del gel
“acumulador” y antes de que polimerice introducir en la parte superior el
“‘peine”, que formara en el gel acumulador los pocillos para luego poder
aplicar las muestras. Se guarda el gel en la camara fria hasta el dia

siguiente.

SEPARACION DE LAS PROTEINAS POR SDS-PAGE PREPARACION DE
LAS MUESTRAS

Una vez polimerizado el gel concentrador se aplica la muestra.

e Las muestras deben de contener una masa proteica en torno a 24-30 ug.

Como todas las muestras tienen que tener la misma cantidad de
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proteina, se toma el volumen que se necesite de cada una de las
proteinas problema.

e Para ello, se toman 24 pl de la solucién con la proteina problema y se
aflade a la muestra tampon de ruptura 5X en una relacion 4:1
(volumen:volumen) (por tanto, 6 pl).

e Utilizar un tubo con 10 pL de patrones pretefiidos de peso molecular
conocido. Esta mezcla ya contiene el tampon de ruptura.

e Los patrones pretefiidos contienen las siguientes proteinas. Se recoge el
peso molecular aparente. Proteina patron pretefiida Peso molecular
aparente (daltons) Miosina 198.840 B-Galactosidasa 115.700 Albumina
sérica 96.740 Ovoalbumina 53.540 Anhidrasa carboénica 37.130
Inhibidor de tripsina 29,130 Lisozima 19.540 Nota: El peso molecular
aparente de la proteina patron pretefiida no se corresponde con el peso
molecular real de la proteina utilizada.

e Mantener las muestras durante 5 minutos a 100 °C. Centrifugar los tubos
a baja velocidad durante un minuto para concentrar toda la muestra en
el fondo del tubo.

e Retirar con cuidado el peine al gel preparado el dia anterior. Sacar del
formador de geles el “sandwich” de placas de vidrio, separadores y gel y
sujetarlo en vertical en la cubeta de electroforesis.

e Llenar las cAmaras superior e inferior de la cubeta de electroforesis que
contienen los electrodos con tampén de electroforesis, de modo que
entre en contacto con ambos extremos del gel.

e Se aplican las muestras y los patrones de peso molecular en los pocillos
del gel, usando micropipetas con puntas finas.

¢ Se completa cada pocillo con tampdn de ruptura 1X preparado diluyendo
el tampdn de ruptura 5X en tampon de electroforesis. Se afiade al
pocillo.

e Es conveniente anotar el orden de aplicacion de las muestras, asi como
identificar el gel en el que estan las muestras que corresponden a cada

taquilla.
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Agua destilada 12 mL Agua destilada 5,8 mL

Acrilamida/Bisacrilamida 6,25 mL Acrilamida/Bisacrilamida 1,65 mL

Tris 1 M pH 8,8 6,25 mL Tris 0,5M pH 6,8 2,5 mL
SDS 10% 250 pL SDS 10% 100 pL
TEMED 12,5 pL TEMED 6,5 pL

Persulfato amaonico (100 mg/1 ml) Persulfato amonico (100 mg/ 1 ml) 94
200 pL ML

DESARROLLO DE LA ELECTROFORESIS

e Conectar los cables de la cubeta a una fuente de corriente continua
(comprobar la polaridad: rojo (+), negro (-)).

e Aplicar 80 V hasta que el frente (visible por la banda azul de bromofenol)
entre en el gel separador; después subira 120 V.

e Cuando el frente, se acerca al extremo inferior del gel, desconectar la
corriente y sacar el sandwich (tarda aproximadamente una hora y
cuarto).

e Separar las placas de vidrio con ayuda de una espatula y sacar el gel
(usar guantes para evitar tocar el gel con los dedos) con cuidado de no
invertir su orientacion.

e Una vez finalizada la transferencia, se tifie el gel de electroforesis
mediante su inclusion en solucion de tincion que contiene Azul de
Coomassie, acido acético, metanol durante 2 horas a temperatura
ambiente.

e Posteriormente, se pasa el gel a solucion de destefiir que contiene acido
acético 10% y metanol 10% en agua, destifiendo el gel durante toda la

noche.

ANEXO 4 Marcacion de las muestras de Fosca

Tipo de muestra: Suelo

Lugar de la toma de muestra: Coordenadas latitud 4.34,-
longitud 73.93 kildmetro 1 fosca Bogota

Fecha de la recoleccién: 1 octubre 2017
Duefio de la propiedad: Arturo Quevedo Acosta

Profesional: Nicolas Garay U.




ANEXO 5 Marcacién de las muestras de la Calera

Tipo de muestra: Suelo

Lugar de la toma de muestra: Kilobmetro 5.5 via La Calera
Cundinamarca

Fecha de la recoleccion: 27 febrero 2018

Duefio de la propiedad: Cabalgatas Bonanza

Profesional: Nicolas Garay U.

ANEXO 6 Composicion medio Sabouraud

Peptona
Glucosa
Agar
pH 5,6 25°C

Agregar 659 a 1 litro de agua destilada.
Llevar a ebullicién para disolver por completo.

Esterilizar en autoclave a 121 ° C durante 15 minutos.

A

Mezcle bien y servir en placas de Petri estériles.

ANEXO 7 Composicion agar agua

Agua destilada
Agar

1. Agregar 5 gr de agar en 1 litro de agua destilada
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2. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos
3. Mezclar bien y servir en placas de Petri estériles

ANEXO 8 Técnica de siembra de suelo por espolvoreado en placa

La técnica consiste en tomar cada una de las muestras de suelos obtenidas
previamente y con ayuda de un filtro tamizar la misma de tal modo que se logre
deshacer todo los grumos que pueda presentar la muestra de suelo,
posteriormente se toma aproximadamente 1g de muestra con un guante y
sobre el agar agua se va dejando caer pequefias cantidades de tierra hasta

gue se logre tener un buen recubrimiento de la muestra sobre todo el agar.

ANEXO 9 Técnica plug de agar

Tomar un a asa redonda, esterilizarla con ayuda de un mechero.
Posteriormente se procede a observar la caja de Petri con agar NGM donde se
tiene el cultivo de los neméatodos con un estereoscopio y en aquellas zonas
donde hay mayor presencia de nematodos se procede a tomar la asa
previamente esterilizada y de forma vertical se hace una perforacién en el
medio, con el fin de coger la parte en donde hay mayor presencia del
nematodo, posteriormente se procede a pasar el trozo que se quitd del agar a
un nuevo medio que no tiene presencia de nematodos, este proceso se debe
hacer cuatro veces con el fin de conseguir 4 botones que se deben colocar en

diferentes partes del agar.

ANEXO 10.Tincién de azul de lactofenol.

Es una tincion para observar hongos, se clasifica como una tincién simple,
debido a que toda la muestra se tifie del mismo color y se utiliza un sélo
colorante. El azul de lacto fenol tiene unas funciones importantes a la hora de
observar hongos, las cuales son:

1. Elfenol destruye la flora acompaifante

2. el acido lactico conserva las estructuras fungicas al provocar un cambio
de gradiente osmatico con relacion al interior del fingico generando una
pelicula protectora.
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3. El azul de algoddn tiene la capacidad de adherirse a las hifas y conidios
de los hongos microscépicos

Composicion:

* Alcohol metilico

* Azul de algodon acetico
* Agua destilada 250 mL
* Alcohol al 96%

* Xilol

Procedimiento

1. Seleccionar las colonias para realizar las improntas.

2. Cortar segmentos de cinta adhesiva transparente aproximadamente
de 1 cm2.

3. Pegar los segmentos de cinta en un asa micologica.

4. Poner una gota de azul de lactofenol en el portaobjetos.

5. Con el lado adhesivo de la cinta, tocar la parte superior de hongo.
6Colocar la cinta sobre la gota de azul de algodon y poner otra gota de
azul de algodon.

7. Poner un cubreobjetos sobre la preparacion.

8. Observar en 40x
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