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OBJETIVOS

OBIJETIVO GENERAL

'Desarrollar un medio de cultivo para el}

crecimiento y mantenimiento de la
accion nematofaga en hongos aislados
del suelo, verificando su accion
antagonica, utilizando como modelo
experimental el nematodo

| Caenorhabditis elegans

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

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

Desarrollar el medio de cultivo para

el crecimiento y mantenimiento del
hongo nematofago

Verificar la accion antagonica de los
hongos nematoéfagos en el medio de
cultivo desarrollado.




DISENO METODOLOGICO

Fase I: DBTENCION DEL EXTRACTO DE PROTEINAS

Preparacion medio NGM Siembra de nematodos Plug

agar

Electroforesis SDS-PAGE

Ultrasonicacion

Lavado de 3 placas con

solucion M9

Sobrenadante de
nematodos



Resultados y discusion
| Fase : DBTENCION DEL EXTRACTO DE PROTEINAS T ey leremiad detes "

* Bhaskara Shilesh | * proteinas y determino que casi toda |
2011 [ . la proteina permanecia intacta
_________ I después de la sonicacion

Caracterizo una molécula de
James Kramer colageno presente en la membrana
1988 de C. elegans identificando un peso
molecular de 52 kDa

800 KDa
70 KDa

- 50KDa
!

40KDa —»

30kDa —> 1
I Afirma que porciones del colageno .

:

. | George Cox I _ - delamembranadeC. elegans, |
21D L 2014 . poseen un peso molecular menor a I
e e eSS T T T T I 1000 kDa

Corrido electroforesis SDS-PAGE



Fase 2: DESARROLLO DEL MEDID DE CULTIVO PARA EL CRECIMIENTD DEL HONGO NEMATOFAGD. ‘

R

Fosca 2 muestras de suelo en una finca a
(Cundinamarca) las afueras de la cabecera municipal

La Calera 5 muestras :
(Cundinamarca) -Materia fecal de perro
-Materia fecal seca de vaca

-Materia fecal fresca de vaca
-Materia fecal fresca de caballo
-Compost de materia fecal de
caballo

Preparacion agar aguay
agar Sabouraud

TOMA DE MUESTRA: muestreo . Siembra de nematodos
sistematico en X. Tomado de protocolo Tincion con azul por plug y seguimiento Siembra por espolvoreo
de toma de muestras de suelos.! de lactofenol durante 15 dias (Barron en 1977)



Resultados y discusion

‘ Fase 2: DESARROLLO DEL MEDID DE CULTIVO PARA EL CRECIMIENTO DEL HONGO NEMATOFAGA.

Crecimiento muestras Fosca

i | 3 i I ‘ -_- Jt o " B - ——
Muestra sembrada en agar Crecimiento de hongo en agar
Saboraud

agua.

Identificacion morfoldgica con azul de lactofenol mediante
clave dicotémica

Hifa ausente. Colonias pequeiias, redondas y brillantes, de color blanco a

licrema Ira2
Hifa presente, colonia algodonosa, puede ser coloroada Ira3
Colonia con pequefias células, 0,5 a 2 um de didmetro, células individuales que

2|no pueden ser diferenciadas al microscopios Bacteria
Colonias con celulas de 3-10um de diametro, celulas individuales redondas u
ovaladas que pueden ser identificadas bajo microscopio Levadura
Celulas pequefias (Esporas) pueden ser vistas encima o relacionadas con hifas.

3|Esporas producidas en sacos o estructuras redondas 4

No se observan esporas, unicamente se ve micelio

Hongo estéril

Clave dicotomica




Resultados y discusion

‘ Fase 2: DESARROLLO DEL MEDID DE CULTIVD PARA EL CRECIMIENTO DEL HONGO NEMATOFAGD.

Muestras de La Calera

‘ N° Muestra Resultado
1
Suelo con
materia fecal
seca de perro
2 |

Suelo con
materia fecal
seca de vaca

Luis Lopez
198

En los primeros 30 cm de suelos
agricolas y forestales se encuentran
organismos ubicuos como los hongos
nematofagos y nematodos

El desarrollo de hongos con :

I capacidad nematdfaga es mayor en
i la parcela organica que en la parcela -
convencional I



Resultados y discusion

Se evidencia que los nematodos atrapados se
encuentran con pérdida de movilidad y sin

Alos 15 dias de incubacién de las muestras 2 y 3 capacidad de forcejear ante la constriccion
gue realizan las hifas.

Describe el estimulo que le proporcionan los
nematodos a los hongos, ayudando a su crecimiento
cuando se encuentra en un estado de estres
generado por el agar agua.

Marquez 2011



Resultados y discusion

Arthrobotrys musiformis, tiene un alto potencial

Carlos como agente de control bioldgico, por su capacidad
Saumell de soportar el estrés que le genera el tracto
2000 gastrointestinal de los rumiantes y aun asi lograr

mantener sus cualidades nematofagas

Ha sido descrito formando redes
adhesivas tridimensionales y anillos
simples en presencia de nematodos, con
la capacidad de desarrollar estructuras de
reproduccion en cantidades
considerables

Morfologia hongo nematofago, compatible con Arthrobotrys musiformis en tincion de azul de lactofenol



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

Preparacion agar agua

Seguimiento
microscopico
24y 48 h

Elaboracion del Siembra del hongo Arthrobotrys
control negativo musiformis mediante la técnica plug agar



Resultados y discusién| Fase 3: VERIFICACION DE LA ACCION ANTAGONICA DE LOS HONGOS NEMATOFAGOS
EN EL MEDID DE CULTIVD DESARROLLADD

Dilucién 1:5 Dilucion 1:10 Dilucién 1:20 Control negativo
Crecimiento de hifas, compatibles Crecimiento de hifas, Crecimiento de hifas,
con el hongo aislado con compatibles con el hongo compatibles con el hongo
formacion de 2 a 3 anillos aislado con formacion de 1 a aislado con formacionde O a 1
constrictores por campo. 2 anillos constrictores por anillo constrictor por campo.

campo.



Resultados y discusion

NUMERO DE ANILLOS CONSTRICTORES EN 100
CAMPOS OBSERVADOS

——Dil 1:5 —@—Dil 1:10 Dil 1:20

300
250
200
150

100

LA
=

Nimero de anillos constrictores en 100 campos

0 r E

12 HORAS 24 HORAS .,  A8HORAS 72 HORAS
Horas de observacion

GRAFICA 1. Numero de anillos constrictores observado en 100 campos, en objetivo 40x a las 12h, 24h y
45h 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)



Conclusiones

4 N

Con la realizacion del trabajo se obtuvo un extracto de proteinas del modelo
experimentas del nematodo C. elegans, el cual se incorporo al medio como estimulo del
hongo nematofago y de esta manera mejoro el mantenimiento y la viabilidad del mismo.

N )

Se logro desarrollar el medio de cultivo para el crecimiento y mantenimiento del hongo,
usando como medio base el agar agua, generando estrés al hongo para que se diera la
activacion de la accion nematofaga en busca de la fuente nutricional.

4 I
Se verifico en el medio de cultivo desarrollado que al tener disponible las proteinas

libres en el mismo, se potencializa la accion antagonica de los hongos con el nematodo a
un menor tiempo.

- /
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