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RESUMEN

El uso de desparasitantes quimicos en gallinas crea en algunos parasitos resistencia
a los mismos, razon por la cual surge la idea de la utilizacion de microorganismos
antagonicos que actlian como enemigos naturales con la capacidad de atacar, matar y
digerir nematodos; tal como ocurre con los hongos nematéfagos. Este trabajo se llevo
a cabo para conocer el efecto de los hongos Verticillium dahliae y Fusarium
proliferatum sobre los huevos de Ascaridia galli. El trabajo de campo consisti6 en
recolectar intestinos de gallinas de traspatio para revisar las heces y los intestinos de
estas aves. A los vermes adultos de A. galli, se les extrajo los huevos y se les
determind las diferentes etapas de embriogénesis durante un periodo de 120 h a
28 °C. Posteriormente se evaluaron los efectos de los hongos V. dahliae y F.
proliferatum en el desarrollo de los huevos durante 7 dias. El bioensayo con V.
dahliae permiti6 encontrar que la fase de contacto del hongo con el huevo se dio a las
24 h, la fase de adherencia a las 36 h, la fase de penetracién a las 48 h y la fase de
consumacion a las 72 h. Con el hongo F. proliferatum los mismos resultados se
lograron aproximadamente 15 h después. Los resultados comprueban el efecto
ovicida de los hongos estudiados, demostrando asi, su uso potencial como
biocontrolador de los huevos parésitos en el ambiente.
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ABSTRACT

Since the use of chemical antiparasitics in hen creates resistance in some parasites to
them, we explored the idea of using antagonic microorganisms which may act as
natural enemies with the capacity to attack, kill and phagocytose nematodes; similar
to what happens with nematophagus fungi. This study aimed to shed light on the
effect of fungi Verticillium dahliae and Fusarium proliferatum on the eggs of
Ascaridia galli. The field work consisted on collecting intestines of backyard hens to
check the feces and intestines. From the adult vermes of A. galli, eggs were removed
and the different phases of embryogenesis were determined during 120 hours at
28 °C. Thereafter, the effects of fungi V. dahliae and F. proliferatum were assessed
in the development of eggs during 7 days. The bioassay with V. dahliae allowed to
determine the contact phase of fungi with the egg that occurred at 24 h, the phase of
adherence at 36 h, the phase of penetration at 48 h and the phase of consummation at
72 h. With the fungus F. proliferatum the same results were obtained approximately
15 h later. The results prove the ovicidal effect of the fungi studied, showing its
potential in biological control of parasite eggs in the environment.

KEYWORDS
Ascaridia galli, nematophagus fungi, biological control, Fusarium
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INTRODUCCION

Ascaridia galli, parasito responsable de la ascaridiasis aviar, s un
nematodo que se localiza en el tracto intestinal de diversas especies de
aves y se considera uno de los vermes mas extendidos, tanto en las
poblaciones silvestres como domésticas de todo el mundo.
Actualmente se considera a A. galli un importante problema
econdmico en las explotaciones avicolas a nivel mundial (Ramirez et
al., 2005).

En los sistemas de produccion animal han intervenido en la relacion
parasito — hospedero y han roto el equilibrio ecoldgico entre ambos
con el uso frecuente de los desparasitantes y es debido a estas
resistencias a los controles quimicos que en los Gltimos afios se ha
estado investigando la posibilidad de utilizar las diversas asociaciones
bioldgicas con la finalidad de llegar a establecer su uso potencial para
el control de los parasitismos gastrointestinales con la utilizacién de
microorganismos antagonicos como los hongos nematdfagos los cuales
son microorganismos con la capacidad de atacar, matar y digerir
nematodos (adultos, juveniles y huevos) (Gonzalez, 2013).
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El uso frecuente de desparasitantes quimicos ha creado resistencia a
los mismos en los animales domésticos. Por ese motivo es que en los
ultimos afios se ha investigado la posibilidad de utilizar las diversas
asociaciones biologicas para el control de los parasitismos
gastrointestinales. Se ha prestado atencion a investigar los
microorganismos antagénicos, como los hongos nematofagos, los
cuales son microorganismos con la capacidad de atacar, matar y digerir
nematodos (adultos, juveniles y huevos) (Gonzalez, 2013).

Estos hongos tienen la habilidad de usar los nematodos como una
fuente nutritiva adicional, facilitando un recurso alterno o
suplementario, de tal manera que al pasar a estado parasitico cambian
su morfologia y desarrollan las trampas de captura (Nordbring-Hertz,
2002; Barron, 2003). Dependiendo de las estructuras se dividen en
cuatro grupos: hongos predadores o atrapadores de nematodos, hongos
endoparasitos o0 endozdicos, hongos productores de toxinas, hongos
paréasitos de huevos.

Este trabajo se evalud el efecto de los hongos Verticillium dahliae y
Fusarium proliferatum sobre los huevos de Ascaridia galli
determinando su patogenicidad en diferentes disoluciones de esporas.

MATERIALES Y METODOS

Se revisaron las heces extraidas de 47 intestinos de gallinas de
traspatio procedentes de cuatro criaderos, ubicados en las provincias de
Panama, Coclé y Col6n en la busqueda del nematodo A. galli, y se
anotd en una base de datos el espectro parasitolégico completo de cada
intestino. Lograda la identificacion microscépica de los huevos, se
abrié el intestino para colectar todos los nematodos macroscépicos
presentes. En los intestinos de 15 gallinas de patio se detectd la
presencia del adulto de A. galli, se triturd el intestino del nematodo y
se separaron los huevos de los parasitos. Estos huevos fueron
almacenados en solucion salina a 4 °C hasta el momento de realizar el
recuento de los mismos. A esta temperatura, los huevos detienen su
proceso de embriogénesis. Los huevos colectados de varios ejemplares
de A. galli fueron contabilizados utilizando una camara MacMaster, en
la cual se coloc6 en dos celdas la solucién madre de huevos (0.5 ml
por celda) y se calculo la cantidad de huevos por ml de la solucion.
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A las dos especies de hongos que se evaluaron en esta investigacion
Fusarium proliferatum y Verticillium dahliae se les verifico el género
y la especie con la clave taxondmica de Bernett y Hunter, 1998.
Ambos hongos fueron donados por el Proyecto ICBG Panama como
aporte en el Desarrollo de la investigacion realizada con hongos
nematofagos. Los hongos fueron cultivados en medio Agar Sabouraud
(Merck KGaA 1.05438.0500) y Agar Agua (Difcolaboratory 0140-01)
lograndose generar el crecimiento de las colonias con sus esporas. Se
prepararon suspensiones de conidias de ambos hongos en agua
destilada con Tween 80 al 0.1%.

Se determiné la concentracion de conidias mediante conteo en camara
Neubauer utilizando una dilucion de 1/10 de las suspensiones
originales.

En el bioensayo se inocul6 una solucion con 100 huevos de A. galli por
pocillos en microplatos de 6 pocillos y se le afiadio disoluciones de
esporas de los hongos V. dahliae y F. proliferatum inoculando desde
5,25x8,5,25x7,5,25x°,5,25x5 . Se monitored en el microscopio la
invasion de hifas del hongo sobre los huevos cada dia, hasta completar
4 dias. Pasado este periodo se realizaron montajes de la solucién para
la observacion microscopica de la penetracion hifal a la pared del
huevo.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Desarrollo embrionario de los huevos de Ascaridia galli en agua
destilada a 28°C

A las 0 h el huevo de A. galli no estaba segmentado (0% de evolucion)
(Fig. 1.a). A las 24 h presentd la primera segmentacion con un 20% de
evolucion (Fig. 1.b). A las 36 h se observo el estadio de 4 células, lo
cual representa un 25 % de evolucion (Fig. 1.c). A las 48 h con un 40%
de evolucion se observaron los blastomeros (Fig. 1.d). Tan pronto
como el nimero de blastdbmeros ya es incontable, se esta en la fase de
morula (45% de evolucidn) y se alcanzé a las 60 h (Fig. 1.e). Por la
organizacion interna de las células y el alargamiento de la masa celular
da paso a la llamada forma arrifionada a las 72 h, con un 50% de
evolucion embrional, que a su vez a las 96 h, en el curso de nuevas
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divisiones se convierte en la forma de renacuajo o de maza, con un
60% de desarrollo (Fig. 1.f). A las 108 h el embrion tomo
paulatinamente una forma cilindrica, con un avance del 80% de
evolucion (Fig. 1.g), se enrolla en el limitado espacio interno. A las
116 h, sus movimientos se hacen mas activos, alcanzando el 90% de
evolucion (Fig. 1.h) y a las 120 h, adoptan diversas posiciones con
maltiples enrollamientos y presiona con movimientos de sacudida
sobre la cascara para poder eclosionar a la forma de larva, logrando el
100% de desarrollo embrionario (Fig. 1.i).
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Fig. 1. Desarrollo embrionario de los huevos de Ascaridia galli observado
durante 5 dias en agua destilada a 28°C.

2. Bioensayo con los hongos

El cultivo de los hongos V. dahliae y F. proliferatum, se llevo a cabo
en los medios Agar Sabouraud y Agar Agua. Los cultivos se incubaron
a temperatura ambiente durante 7 dias para conseguir suficiente
biomasa. ElI medio Agar Sabouraud dio las condiciones ideales de
produccion de indculo, con él se obtuvo un mayor diametro de la
colonia en ambos hongos en comparacion con el medio Agar Agua.
Estas diferencias pueden ser debidas a que cada especie utiliza como
fuente de nutrientes compuestos que son suministrados de manera
diferente por los diversos sustratos (Concepcién, 1999).
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De acuerdo con lo reportado en la literatura, la temperatura éptima de
crecimiento y funcién predadora de un hongo se encuentra entre los
15° C y los 30°C, alcanzando su méxima actividad en la formacién de
hifas entre los 25° C y 28°C (Cooke, 1963). Esta fue la razon de
utilizar este rango de temperatura para la incubacion de los cultivos.
Por otra parte, algunos autores aseguran que otros factores como
humedad, luz, oxigeno, pH, pueden también influir en el desarrollo de
estas estructuras (Sagués et al., 2011).

La clasificacion de los hongos nematdéfagos utilizados fue segln su
modo de accion, tanto en V. dahliae como en F. proliferatum, y acorde
con lo descrito por Lysek & Nigenda (1989). Estos hongos son
parasitos de huevos y su grado de ovicidad es de 3er tipo. Esto
concuerda con estudios realizados donde utilizan especies de Fusarium
spp. como parasitos de huevos y quistes de H. schachtii y H. glycines
(Nigh et al., 1980, Morgan-Jones et al., 1981; West et al., 1988; Gintis
et al., 1983; Morgan-Jones, 1984).

Las observaciones realizadas en esta experiencia, mostraron la
presencia de hifas adhesivas en el ensayo de ambos hongos sobre los
huevos A. galli. A medida que aumento el tiempo de contacto de los
huevos de A. galli con la cepa fungica, se formé una red hifal que
atrapd a los huevos de A. galli y a la vez mostraban una ruptura de los
huevos. ElI hongo aumenta la capacidad nemat6faga, porque estas
estructuras amplian las areas de contacto con los nematodos. Lo que no
sucede con otros tipos de hongos que forman anillos o dedos, en los
cuales el punto de contacto para la captura es mas reducido,
disminuyendo entonces la posibilidad de atrapar a los nematodos
(Barron, 1977).

Cuando la cuticula de la cascara del huevo es penetrada por medio de
las hifas, se produce un crecimiento o hinchazon que se distribuye
totalmente en el contenido del huevo. Esto es considerado como una
accion mecanica y a esta le sigue una alteracion enzimatica que afecta
la permeabilidad del huevo de A. galli, incluso puede causar
desordenes fisiologicos ante la penetracion de la hifa, para utilizar los
compuestos organicos de los huevos asi degradados como sustancias
nutritivas (Nufiez, 2002).
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También, en otros estudios, encontraron a esta especie, V. dahliae,
atacando huevos de varias especies de nematodos sobre placas de agar
in vitro y creciendo saprofiticamente sobre huevos muertos (Nigh,
1979). En ese mismo sentido, el hongo V. dahliae fue reportado como
parasito de huevo de Globodera pallida por Tikhonov et al. (2002).

La actividad ovicida (tipo 3) de F. proliferatum sobre huevos de
Ascaris lumbricoides también fue determinada en trabajos anteriores
(Lsek et al., 1982), lo que confirma los resultados obtenidos en este
trabajo.

El monitoreo de la invasion de hifas de ambos hongos sobre los huevos
de A. galli se llevo a cabo durante 4 dias. En el caso del hongo V.
dahliae, la germinacién de esporas y el desarrollo del tubo germinativo
se observo después de 12 h de haber sido inoculadas. Algunos tubos
germinativos ya estaban orientados hacia la pared del huevo,
intentando penetrar la cuticula de los huevos y mostraban un inicio en
la ramificacion de las hifas sobre la pared de los huevos.

En el bioensayo con el hongo F. proliferatum se dieron las mismas
fases con el huevo de A. galli. Sin embargo, lo que varié fue el tiempo,
ya que el desarrollo de la infeccion fue mas lento en comparacion con
V. dahliae, esto puede ser debido, a que la accidon ovicida en F.
proliferatum es mucho menor sobre los huevos de A. galli, que sobre
los huevos de V. dahliae (Fig. 2).

El inicio de la actividad predadora y cuanto tiempo puede durar, puede
deberse a las exigencias o capacidades nutricionales de los hongos en
el momento de contacto con el huevo del nematodo, aspecto
enigmatico que requiere de proximas investigaciones para comprender
su bilogia (Nufez, 2002).
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Fig. 2. Fases de los hongos Verticillium dahliae y Fusarium proliferatum
durante 120 h de ensayo. Se observaron las diferentes fases de los hongos V.
dahliae y F. proliferatum y el tiempo de invasién sobre los huevos de A.
galli.

La abundante produccion de clamidosporas y la forma temprana en
que las mismas se desarrollan, ponen en evidencia que V. dahliae
podria ser un buen candidato para ser empleado en el futuro como un
agente de control biologico de los nematodos gastrointestinales de
gallinas, ya que de acuerdo con los reportes de la literatura mundial,
esta es una de las principales caracteristicas que debe tener un buen
organismo para el control bioldgico (Gonzéalez, 2013). Sin embargo, su
utilizacion no es apta en areas con cultivos tales como el olivo, sandia,
papas Yy la berenjena. Esto debido a que invade todo el sistema vascular
y la enfermedad que provoca este hongo, tiene el potencial para
eliminar producciones comerciales de los cultivos en muchas
localidades (Soares et al., 2009).

Por otro lado, las toxinas de Fusarium spp. pueden causar ademas
aberraciones en la salud de los animales; pueden llegar a causarles la
muerte (Weber et al., 2006).
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Con respecto a la salud humana, las especies de Fusarium puede
causar micosis oportunistas en pacientes con enfermedades
hematolodgicas (Girmenia et al., 2000).

Debido a las caracteristicas arriba mencionadas, el uso de F.
proliferatum, V. dahliae. Como agente de control biolégico (en
granjas a nivel doméstico) sobre huevos de A. galli todavia no esta
definido. Se debe tener en claro cudl serd la utilidad del suelo que se
someterd al metodo de biocontrol con estos dos hongos. Es
recomendable realizar otros estudios que sustenten el impacto
ambiental, al utilizar estos hongos para el control de la infeccion aviar
con A. galli, a fin de garantizar la salud humana/animal y otras
condiciones ambientales relacionadas.

Fig. 3. (a) Huevo de A. galli sin el hongo, (b) Fase de contacto hongo-huevo,
(c) Fase de adherencia hongo- huevo, (d) fase de penetracion, (e) Fase de
consumacion, (f) fase de liberacion.
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CONCLUSION

El tiempo de embriogénesis de los huevos de A. galli demord 120 h
para completarse. V. dahliae realiz6 todas las fases de desarrollo sobre
los huevos de A. galli en 96 h, mientras que F. proliferatum requirio
aproximadamente 15 h mas para completar su ciclo de liberacion. Se
demostro la capacidad nematdfaga desplegada por los hongos
F.proliferatum y V.dahliae, en condiciones in vitro, frente a los huevos
de A. galli. A pesar de saber que F. proliferatum es toxico para algunos
cultivos y V. dahliae también para algunos animales, se generd
conocimiento Gtil que permitird sentar las bases para el desarrollo y
aplicacion de estrategias no quimicas de control de los nematodos
gastrointestinales de las gallinas, para la construccion, en el futuro de
sistemas de produccion avicola sustentables.
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