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RESUMEN

Las enmiendas orgdnicas han sido utili-
zadas para estimular la accién antagénica de los
hongos nematéfagos depredadores (HND) del
suelo, sin embargo, su uso ha producido resul-
tados inconsistentes en el control de nematodos
parasitos. Las inconsistencias han sido atribuidas
parcialmente a la composicién de las enmien-
das orgdnicas, especificamente al contenido de
carbono y nitrégeno. Conocer las preferencias
de fuentes de carbono podria ser de utilidad
para favorecer la fase depredadora de los HND
del suelo. El presente trabajo tiene por objetivo
determinar el crecimiento de HND nativos de
Costa Rica en fuentes de carbono diversas. Para
esto, cepas de HND de las especies Candelabre-
lla musiformis y Arthrobotrys oligospora fueron
cultivadas en medios artificiales con diversas
fuentes de carbono. La velocidad de crecimien-
to desarrollada por los HND en los medios de
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ABSTRACT

Determination of the growth of
nematophagous fungi on diverse carbon
sources. Organic amendments have been widely
used to stimulate the populations of predatory
nematophagous fungi (PNF) in soil; however,
the use of organic amendments has produced
inconsistent results in the control of parasitic
nematodes. The inconsistencies have been
partially attributed to the chemical composition
of the organic amendments, specifically to
carbon and nitrogen contents. Therefore, to know
the carbon preferences of these fungi could
be helpful to promote the predatory phase of
the PNF in soil. The aim of this study was to
determine the growth of native PNF strains
from Costa Rica in diverse carbon sources. The
PNF Arthrobotrys oligospora and Candelabrella
musiformis were grown in artificial culture
media containing the following carbon sources:
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cultivo fue determinada y comparada. Las cepas
de C. musiformis y de A. oligospora desarrolla-
ron velocidades de crecimiento en las fuentes de
carbono en el siguiente orden: celulosa>quitina>
pectina>almidén>leche descremada. Unicamente
hubo diferencias significativas en la velocidad
de crecimiento en el medio con celulosa, en
comparacién con los otros medios de cultivo. En
dicho medio ambas especies fingicas crecieron
mads rapidamente, pero las cepas de A. oligospora
crecieron mds rdpidamente en comparacién con
las cepas de C. musiformis. Ambas especies de
HND desarrollaron velocidades de crecimiento
bajas en los medios que contenian almidén y
leche descremada.

INTRODUCCION

Las enmiendas orgdnicas estimulan la
accion antagénica de las poblaciones de hongos
nematéfagos depredadores (HND) del suelo
(Stirling 1991, Akhtar y Malik 2000, Oka 2010),
lo cual es requerido en una estrategia de control
biolégico de nematodos pardsitos de plantas o de
animales. Las enmiendas orgdnicas que han sido
utilizadas para estimular la actividad depredadora
de los HND son de diversa naturaleza, por
ejemplo residuos vegetales, estiércoles animales,
materiales quitinosos, o compost (Akhtar y
Mahmood 1996, Akhtar y Malik 2000, Dong
y Zhang 2006, Oka 2010). Sin embargo, en la
préctica el uso de dichas enmiendas orgédnicas
para estimular el control biolégico de nematodos
pardasitos mediante HND frecuentemente presenta
resultados inconsistentes (Siddiqui y Mahmood
1996, Dong y Zhang 2006, Oka 2010, Tabarant
et 4l. 2011). Este comportamiento ha sido
atribuido entre otros aspectos a la composicién
quimica de la enmienda orgdnica empleada y
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cellulose, chitin, pectin, starch, and skim milk.
The growth rate developed by the PNF in each
one of the culture media was determined and
compared. The growth rates developed by both
fungal species followed the next order: cellulos
e>chitin>pectin>starch>skim milk. Significant
differences in the growth rates developed by
the fungal strains were detected only in culture
medium containing cellulose, in comparison with
culture media containing other carbon sources.
In culture medium containing cellulose both
A. oligospora and C. musiformis grew faster
with respect to the other culture media, but A.
oligospora strains grew faster in comparison
with C. musiformis strains. Both fungal species
developed the lowest growth rates in culture
media containing starch and skim milk.

a la fisiologia particular de los HND (Akhtar y
Malik 2000, Jaffee 2004a, Nguyen et 4al. 2007,
Tabarant et al. 2011). Diversos experimentos
han evidenciado un incremento en la actividad
depredadora de algunos HND por la adicién de
enmiendas orgdnicas al suelo, mientras que la
misma enmienda orgdnica puede no producir el
mismo efecto en otras especies de HND (Jaffee
et 4l. 1998, Jaffee 2004a, Nguyen et 4l. 2007). En
este escenario, resulta una necesidad investigar
aspectos nutricionales de HND especificos
de una manera detallada. Dicha informacion
permitiria manipular las condiciones ambientales
del suelo donde los HND van a actuar para
proporcionarles ventajas competitivas para llevar
a cabo su funcién como biocontroladores.

Las enmiendas orgdnicas usadas para
estimular las poblaciones de HND pueden
contener diversos tipos de fuentes de carbono. Sin
embargo, es probable que estos hongos presenten
preferencias nutricionales por algunas fuentes de
carbono, es decir, los HND pueden ser capaces
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de metabolizar eficientemente algunas fuentes
de carbono, pero no otras (Satchuthananthavale
y Cooke 1967, Tabarant et al. 2011). Esto resulta
relevante, ya que diversas investigaciones repor-
tan que la competencia entre los HND y otros
microorganismos del suelo por sustratos orgéni-
cos, es el fendmeno que activa o inactiva la fase
depredadora de los HND (Cooke 1962, Pramer
1964, Quinn 1987). En una estrategia de control
biolégico de nematodos, es precisamente la fase
depredadora la que nos interesa activar y mante-
ner por sobre la fase saprofitica.

En suelos de Costa Rica los HND se
encuentran ampliamente distribuidos, hongos
como Arthrobotrys oligospora, A. conoides, A.
dactyloides, Candelabrella musiformis y Mona-
crosporium sp., han sido aislados de diversos
tipos de sustratos, sistemas productivos, y dreas
geograficas (Peraza et al. 2011, Soto et al. 2011),
por lo que su uso como biocontroladores de
nematodos parasitos de plantas y animales a nivel
local es viable. Los HND nativos de Costa Rica
han demostrado ser biocontroladores eficientes
de nematodos pardsitos (Orozco et 4l. 2009,
Soto et dl. 2011); sin embargo, para mejorar su

desempeiio en una estrategia de control bioldgico
en el suelo, métodos apropiados de aplicacién/
inoculacién o incremento de las poblaciones
autdctonas deben ser desarrollados, dentro de los
cuales el uso de enmiendas orgdnicas es factible.
El presente trabajo tiene por objetivo determi-
nar el crecimiento diferencial de HND nativos
de Costa Rica en fuentes de carbono diversas,
mediante la determinacion de la rapidez (veloci-
dad de crecimiento) con que colonizan medios de
cultivo artificiales con dichas fuentes de carbono.

MATERIALES Y METODOS

Hongos nematoéfagos depredadores

Quince cepas de HND nativos prove-
nientes de 5 provincias de Costa Rica (Alajuela,
Cartago, Heredia, Lim6n y San José) fueron
utilizadas en el presente trabajo. Las cepas fue-
ron aisladas de diversos tipos de sustratos pro-
venientes de sistemas productivos con manejos
diferentes, y de varias dreas geograficas distintas
(Cuadro 1). De las 15 cepas, 9 fueron identi-
ficadas como C. musiformis, que es un HND

Cuadro 1. Hongos nematéfagos depredadores utilizados y su origen.

Cepa Especie Sustrato

Origen del sustrato

BBP1 C. musiformis
BBP2 A. oligospora

C4 A.oligospora  Estiércol de cabra

DAP A.oligospora  Suelo de potrero, ganado vacuno, finca lechera orgdnica
DEPG  C.musiformis  Suelo de potrero rotativo de gallinas, produccién orgdnica
FDH1  C.musiformis  Suelo sistema agroforestal de produccion de cacao

Gl A.oligospora  Estiércol de bovino, finca ganadera

G3 C. musiformis  Estiércol de bovino, finca ganadera

LS C. musiformis  Suelo y hojarasca bosque secundario

MEG C. musiformis  Estiércol de bovino, manejo ecolégico

MOl A. oligospora

PFC C. musiformis  Suelo de potrero, finca diversificada en transicion
PFSL1  C.musiformis  Suelo de potrero proyecto lechero, ganado bovino
UCRla A.oligospora  Estiércol ganado bovino lechero

UCRIb C. musiformis  Estiércol ganado bovino lechero

Bocashi elaborado a partir de estiércol de bovino

Bocashi elaborado a partir de estiércol de bovino

Poasito, Alajuela
Poasito, Alajuela
Coronado, San José
Moravia, San José
Africa, Limén
Talamanca, Limén
Gudpiles, Limén
Gudpiles, Limén
Sarapiqui, Heredia

Pococi, Limén

Suelo de plantacién de morera orgdnica, abonada con lombricompost de cabra  Santa Lucia, Heredia

Coronado, San José
Santa Lucia, Heredia
Turrialba, Cartago

Turrialba, Cartago
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formador de redes adhesivas bidimensionales, y 6
fueron identificadas como A. oligospora, que es
un HND formador de redes adhesivas tridimen-
sionales (Watanabe 1937, Haard 1968, De Hoog
1985, Rubner 1996). Para la obtencion del in6culo
para el experimento, todos los hongos fueron
reproducidos en agar-agua (AA) e incubados a
temperatura ambiente (23-26°C) y luz artificial
por una semana.

Determinacion de la velocidad de crecimiento
de los hongos nematéfagos depredadores en
medios de cultivo artificiales con fuentes de
carbono diversas

La determinacion de la velocidad de cre-
cimiento de los HND se realizé en cajas petri
de 9 cm de didmetro con medios de cultivo
formulados con las siguientes fuentes de carbo-
no: celulosa (Villena y Gutiérrez 2003), pectina
(Malvessi y Moura 2004), leche descremada,
quitina y almidén (Sdnchez 2000). En las bases
de todas las cajas petri se trazaron 2 ejes perpen-
diculares, en cuya interseccidn se depositaron de
4000 a 6000 conidios de cada una de las cepas de
HND. La velocidad de crecimiento de los hongos
en cada medio de cultivo diferente se realizé por
triplicado. Todas las cajas, se incubaron a tem-
peratura ambiente (23-26°C) y luz artificial. A
partir de las 24 h y hasta que los hongos cubrie-
ron toda la superficie del medio se midi6 (en cm)
el crecimiento fingico sobre los ejes (French
y Hebert 1980). Posteriormente se calculd el
promedio de las 3 repeticiones y con los datos
obtenidos se construyé la curva de crecimiento
de cada una de las cepas en los diferentes medios
de cultivo. La curva de crecimiento permitié
calcular la velocidad de crecimiento (en cm.h™)
por medio de la determinacion de la pendiente de
la curva en la fase logaritmica. La velocidad de
crecimiento de los HND se midi6 también en los
medios papa-dextrosa agar (PDA) y AA, los cua-
les fungieron como testigos, ya que en el primero
los HND crecen rdpidamente y producen gran
cantidad de biomasa, en el segundo los hongos
crecen lentamente y producen una baja cantidad
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de biomasa debido a que se trata de un medio de
cultivo extremadamente pobre.

Analisis estadisticos

Para determinar diferencias en las veloci-
dades de crecimiento desarrolladas por las cepas
de C. musiformis 'y A. oligospora en los medios
de cultivo a partir de fuentes de carbono diversas,
andlisis permutacional multivariado de varianza
(PERMANOVA) y andlisis de varianza de una
via (ANOVA) fueron utilizados. El PERMANO-
VA fue llevado a cabo por medio del set completo
de velocidades de crecimiento desarrolladas por
las cepas de HND en todos los medios de cultivo;
para visualizar diferencias evidenciadas por el
PERMANOVA, un escalamiento multidimen-
sional se utilizé el andlisis de coordenadas prin-
cipales (PCO; Anderson 2001) fue construido.
Posteriormente, ANOVAs de una via fueron lle-
vados a cabo para comparar las velocidades desa-
rrolladas por C. musiformis y A. oligospora en
cada medio de cultivo de manera individual. Para
realizar todos los analisis estadisticos, el software
PRIMER v6 +PERMANOVA (PRIMER-E Ltd)
fue utilizado.

RESULTADOS

Las cepas de C. musiformis y A. oligos-
pora desarrollaron velocidades de crecimiento
diferentes en los medios de cultivo que con-
templan las diversas fuentes de carbono y las
diferencias fueron estadisticamente significativas
(Fl’ =11, p=0,001; Figura 1). Al analizar la
velocidad de crecimiento desarrollada en cada
uno de los medios de cultivo, fue evidente que
las diferencias observadas en el andlisis mul-
tivariado fueron el resultado de las diferencias
desarrolladas por C. musiformis 'y A. oligospora
especificamente en los medios con celulosa y
PDA donde las cepas de ambas especies crecieron
significativamente mds rdpido en comparacién
con los medios que contenian otras fuentes de
carbono. En el medio con celulosa, las cepas de
C. musiformis crecieron mds lentamente en com-
paracién con las cepas de A. oligospora y estas
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PCO2 (14,1% of total variztion)
o
:
[ ]

Especie
A Candelabrells musiformis
@ Arthrobolrys oligospora
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1 2 3

PCO1 (64,1% of total variation)

Fig. 1.

Escalamiento multidimensional por medio del andlisis de coordenadas principales de las velocidades de creci-

miento desarrolladas por cepas de hongos nematéfagos depredadores de las especies Candelabrella musiformis
y Arthrobotrys oligospora en medios de cultivo con celulosa, quitina, pectina, almidén y leche descremada como

fuentes tnicas de carbono.

diferencias fueron estadisticamente significativas
(F 1. 1,=21,29, p=0,002 para el medio con celulosa;
F L -=38,7, p=0,001 para el medio PDA; Cuadros
2y 3). Las cepas de C. musiformis desarrolla-
ron velocidades de crecimiento promedio en el
siguiente orden descendente: celulosa > quitina
> PDA > AA > pectina > almid6n > leche des-
cremada (Cuadro 2). Las cepas de A. oligospora

desarrollaron velocidades de crecimiento prome-
dio en el siguiente orden descendente: celulosa >
PDA > quitina > AA > pectina > almidén > leche
descremada (Cuadro 3). Excepto por los testigos
(PDA y AA), el patrén de comportamiento que
siguieron C. musiformis 'y A. oligospora en cuan-
to a velocidades de crecimiento en las diferentes
fuentes de carbono fue similar.

Cuadro 2. Velocidades de crecimiento promedio desarrolladas por las cepas de Candelabrella musiformis en medios de cultivo

con fuentes de carbono diversas.

Velocidad de crecimiento (cm.h™)

Fuentes de carbon Testigos

Cepa Pectina Celulosa  Leche descremada Quitina  Almidén PDA AA

BBP1 0,036 0,067 0,017 0,061 0,041 0,059 0,051
DEPG 0,047 0,054 0,011 0,055 0,030 0,050 0,052
FDHI 0,045 0,062 0,013 0,057 0,029 0,058 0,053
G3 0,038 0,068 0,018 0,060 0,037 0,059 0,060
LS 0,042 0,062 0,018 0,059 0,035 0,059 0,057
MEG 0,035 0,075 0,019 0,055 0,044 0,053 0,061
PFC 0,039 0,067 0,012 0,044 0,031 0,046 0,051
PFSLI 0,044 0,055 0,017 0,054 0,037 0,052 0,047
UCRIb 0,041 0,071 0,019 0,060 0,038 0,057 0,056
Media 0,041 0,064 0,016 0,056 0,036 0,055 0,054
Desviacion estindar 0,004 0,007 0,003 0,005 0,005 0,005 0,005
Valor maximo 0,047 0,075 0,019 0,061 0,044 0,059 0,061
Valor minimo 0,035 0,054 0,011 0,044 0,029 0,046 0,047
Coeficiente de variacion (%) 10,3 11,0 19,6 9,0 13,8 8,7 8.6
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Cuadro 3. Velocidades de crecimiento promedio desarrolladas por las cepas de Arthrobotrys oligospora en medios de cultivo

con fuentes de carbono diversas.

Velocidad de crecimiento (cm.h™!)

Fuentes de carbon Testigos

Cepa Pectina Celulosa  Leche descremada Quitina  Almidén PDA AA

BBP2 0,034 0,096 0,022 0,065 0,03 0,069 0,054
C4 0,041 0,082 0,017 0,066 0,034 0,068 0,057
DAP 0,041 0,070 0,014 0,045 0,028 0,070 0,062
Gl 0,037 0,084 0,023 0,065 0,036 0,068 0,055
MO1 0,045 0,083 0,017 0,056 0,039 0,064 0,063
UCRIla 0,035 0,083 0,015 0,065 0,022 0,074 0,063
Media 0,039 0,083 0,018 0,061 0,032 0,069 0,059
Desviacion estandar 0,004 0,008 0,004 0,008 0,006 0,003 0,004
Valor maximo 0,045 0,096 0,023 0,066 0,039 0,074 0,063
Valor minimo 0,034 0,070 0,014 0,045 0,022 0,064 0,054
Coeficiente de variacion (%) 10,8 10,2 19,8 13,2 19,5 4,5 71

DISCUSION intensa, como por ejemplo durante la adicién de

Las cepas de HND desarrollaron veloci-
dades de crecimiento significativamente mayores
en el medio con celulosa en comparacién con los
otros medios de cultivo. Las cepas de C. musifor-
mis y A. oligospora desarrollaron un patrén de
velocidades de crecimiento similar en los medios
de cultivo con fuentes de carbono diversas. Sin
embargo, en el medio con celulosa, las cepas de
A. oligospora crecieron significativamente mds
rapido con respecto a las cepas de C. musiformis.
Por otro lado, las cepas de ambas especies crecie-
ron mas lentamente en los medios con almidén y
leche descremada.

Los HND presentan una fase depredadora
durante la cual se alimentan de nematodos vivos,
y una fase saprofitica que les permite crecer
en muchos sustratos organicos (Jairajpuri 1990,
Persson et al. 2000, Nguyen et 4l. 2007, Swe et al.
2009). Durante la adicién de una enmienda orga-
nica al suelo, la fase depredadora de los HND se
presenta inmediatamente pero declina a niveles
bajos entre los 7 y 9 dias, tras lo cual los hongos
regresan a su fase saprofitica (Satchuthananthava-
le y Cooke 1967). Los HND han sido reportados
como competidores poco eficientes por sustra-
tos orgdnicos. Durante periodos de competencia

enmiendas orgdnicas al suelo, se genera estrés
por competencia en los HND, los cuales optan
por utilizar una fuente de energia alternativa
inaccesible para otros hongos del suelo, por ejem-
plo, los nematodos (Cooke 1962). Por lo tanto,
la depredacién de nematodos por parte de los
HND puede considerarse como una estrategia de
supervivencia durante los periodos de actividad
microbiana intensa (Cooke 1962, Quinn 1987,
Jairajpuri 1990, Stirling 1991).

Durante el ensayo, las cepas de C. musi-
formis y A. oligospora presentaron la mayor
velocidad de crecimiento en el medio con celu-
losa, lo que indica que ambos hongos poseen la
maquinaria enzimdtica para metabolizar dicha
fuente de carbono (Satchuthananthavale y Cooke
1967, Persson et al. 2000, Jaffee 2004b). Este
hallazgo resulta 16gico, ya que estos hongos habi-
tan el suelo (Watanabe 1937), donde la celulosa es
depositada con regularidad en forma de residuos
vegetales. Los HND probados presentaron dife-
rencias particulares en la rapidez con la que colo-
nizaron el medio con celulosa, especificamente
las cepas de A. oligospora presentaron una mayor
velocidad de crecimiento en esta fuente de car-
bono con respecto a las cepas de C. musiformis.
Este resultado sugiere que diferentes especies de
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HND pueden presentar diferentes capacidades
de asimilacion de la celulosa, lo cual contribuiria
a explicar por qué ciertos materiales vegetales
estimulan la fase depredadora en algunos HND,
mientras que en otros HND el mismo material
vegetal estimula la fase saprofitica (Scholler y
Rubner 1994, Jaffee 2004a). En otras palabras,
algunos tipos de residuos vegetales son capaces
de producir estrés por competencia en algunas
especies de HND, que a su vez activan de esta
manera, la fase depredadora, mientras que en
otras especies de HND los mismos materiales
no producen dicho estrés que promueve la fase
saprofitica. De acuerdo con los resultados, la
celulosa produce estrés por competencia tanto en
C. musiformis como en A. oligospora, pero en
menor grado en la dltima especie.

Tanto las cepas de C. musiformis como las
de A. oligospora presentaron una velocidad de
crecimiento similar en el medio con quitina. Des-
pués del medio con celulosa, el medio con quitina
fue colonizado con mayor rapidez por los HND,
aunque la velocidad de crecimiento desarrollada
en este medio no difirid significativamente de las
velocidades desarrolladas en otras fuentes de car-
bono, como pectina, almidén o leche descremada.
Los HND producen enzimas quitinoliticas que
les permiten degradar la cuticula de los nemato-
dos (Tikhonov et al. 2002, Gortari y Hours 2008,
Yang et 4l. 2013). Por lo tanto, los HND pueden
considerarse buenos competidores por sustratos
que contienen material quitinoso, de tal manera
que es probable que este material produzca bajo
estrés por competencia en los hongos. En con-
secuencia, la adicion al suelo de una enmienda
orgdnica constituida de material quitinoso pro-
moveria la fase saprofitica de los HND por sobre
la fase depredadora (Nguyen et dl. 2007). Sin
embargo, varios mecanismos de control de nema-
todos, ademds de la depredacién directa por parte
de los HND, han sido descritos como resultado de
la adicién de quitina al suelo (Oka 2010), por lo
que la adicién de quitina al suelo ha presentado
resultados aceptables en el control de nematodos
parasitos (Akhtar y Malik 2000, Nguyen et 4l.
2007, Gortari y Hours 2008).

Las cepas de C. musiformis y A. oligospora
desarrollaron las velocidades de crecimiento mds
bajas en los medios con almidén y leche des-
cremada, lo que sugiere que ambas especies son
competidoras poco eficientes por estos sustratos
orgdnicos en comparacién con otros grupos de
microorganismos del suelo. Este resultado indica
que sustratos orgdnicos como el almidén o algin
subproducto lacteo adicionados al suelo podrian
producir estrés por competencia en las poblaciones
de C. musiformis y A. oligospora, que provoca su
fase depredadora y que a la vez favorece el control
bioldgico de nematodos pardsitos. Sin embargo,
esta hipétesis debe explorarse mds a fondo.

En conclusion, para un control bioldgico
eficiente de nematodos parasitos de plantas o ani-
males mediante HND es necesario conocer aspec-
tos nutricionales de los dltimos. Esto es relevante
en el caso de los agroecosistemas de Costa Rica,
donde los HND estdn ampliamente distribuidos
en los suelos. En este caso, es ideal desarrollar
métodos para incrementar la densidad de indcu-
lo de los HND durante periodos no criticos del
cultivo, por ejemplo por medio de la adicién de
enmiendas orgdnicas ricas en celulosa o quitina.
Por otro lado, es necesario desarrollar métodos
para favorecer la fase depredadora de los HND
durante periodos criticos del cultivo, por ejemplo
mediante la adicion de enmiendas orgdnicas ricas
en almidén o algtn subproducto lacteo.
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