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ABSTRACT. Tropical ecosystems provide biological resources with potential to be used in agricultu-
re, for example, the predatory nematophagous fungi (PNF), which can be used as biological control
agents of parasitic nematodes of plants and animals. A successful biological control should incorpo-
rate locally isolated organisms, for this reason the aim of this study was to investigate the presence of
PNF in non-disturbed ecosystems and agroecosystems of Costa Rica. Samples of soil, litter, organic
fertilizers, and animal feces were collected across five counties of Costa Rica, and screened for PNF
through the soil sprinkling technique. Twenty-seven strains were isolated; 15 Candelabrella musiformis,
11 Arthrobotrys oligospora, and one Dactylella sp. The strains were morphologically characterized both
macro and microscopically. Our results indicated that strains of PNF are locally available in Costa Rica,
therefore their use as part of a biological control strategy to combat parasitic nematodes is viable.

RESUMEN. Los ecosistemas tropicales ofrecen recursos biolégicos con potencial para ser utilizados
en actividades agricolas, por ejemplo los hongos nematéfagos depredadores (HND), son candidatos
para ser utilizados en el control biolégico de nemétodos pardsitos de plantas y animales. Un control
biolégico exitoso requiere biocontroladores aislados localmente, por lo tanto el objetivo de este estudio
fue investigar la presencia de HND en ecosistemas no perturbados y agroecosistemas de Costa Rica.
Muestras de suelo, hojarasca, fertilizantes orgénicos y estiércol fueron recolectadas en cinco provincias
de Costa Rica y procesadas para aislar HND mediante la técnica de espolvoreado en placa. Veintisiete
cepas fueron aisladas; 15 Candelabrella musiformis, 11 Arthrobotrys oligospora, y una Dactylella sp. Las
cepas fueron caracterizadas morfolégicamente; macro y microscépicamente. De acuerdo con los resul-
tados obtenidos, los HND estan presentes localmente en ecosistemas y agroecosistemas de Costa Rica
y su uso como biocontroladores de nematodos parésitos es viable.
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Los ecosistemas nos ofrecen una gran cantidad
de recursos biolégicos con potencial para ser utiliza-
dos con propésitos agricolas. Dichos recursos biolo-
gicos son especialmente importantes en el control
biolégico de plagas y enfermedades agricolas, ya
que una de las grandes limitantes de esta estrategia
de control es que un biocontrolador eficiente bajo
las condiciones ambientales de un agroecosistema,
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no necesariamente funcionara en agroecosistemas
con condiciones ambientales diferentes (Cole &
Kendrick 1981, Hanson & Hilje 1993). Por lo tanto,
utilizar biocontroladores nativos de zonas especifi-
cas ayudaria a aumentar las probabilidades de rea-
lizar un control biolégico exitoso, ya que tales bio-
controladores se encontrarian mejor adaptados a las
condiciones locales (Stirling 1991, Larsen et al. 1997).
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El control biolégico de nemétodos pardsitos
de plantas y animales incluye el uso de hongos
nematofagos depredadores (HND) (Flores et al.
2003, Dong & Zhang 2006, Silva et al. 2010, Singh
et al. 2012), que producen érganos especializados
para atrapar nematodos vivos, los cuales son pos-
teriormente penetrados y consumidos por dichos
hongos (Barrén 1977). Los HND presentan venta-
jas como biocontroladores sobre otros grupos de
hongos nematéfagos como los endoparasitos, ya
que los primeros son facilmente cultivados, so-
breviven en el suelo en un estado saprofitico por
largos periodos, no han mostrado efectos dafi-
nos en humanos, animales domésticos u organis-
mos no blanco y los érganos de captura perma-
necen estables durante afios de cultivo (Cole &
Kendrick 1981, Rubner 1996, Larsen 1999). Por lo
tanto, los HND constituyen una excelente alter-
nativa de control biolégico para ser explorada y
explotada localmente.

Costa Rica se caracteriza por poseer una alta
biodiversidad (Myers et al. 2000), esto implica
que la probabilidad de encontrar HND en los
ecosistemas locales es alta. Una vez aislados,
los HND deben ser estudiados para recopilar
la mayor cantidad de informacion referente a
los mismos. Un primer paso es su descripcion
morfolégica, conocer detalles de su estructura,
caracteristicas y apariencia. Dicha informacién
contribuira al acervo de conocimiento sobre estos
microorganismos, lo que indudablemente servira
para usarlos de manera mads eficiente. El objetivo
del presente trabajo es investigar la presencia de
HND en ecosistemas no disturbados y agroeco-
sistemas de Costa Rica, a partir de su aislamiento,
identificacién y caracterizaciéon morfolégica en
diferentes localidades del pais.

MATERIAL Y METODOS

Recoleccion de muestras y aislamiento de hon-
gos nematofagos depredadores. Setenta mues-
tras de suelo, hojarasca, estiércol y abonos organi-
cos elaborados con estiércol fueron recolectadas en
ecosistemas no disturbados y agroecosistemas de
las provincias de Alajuela, Cartago, Heredia, Li-
moén y San José, Costa Rica (Cuadro 1). Las mues-
tras de suelo y abonos organicos se recolectaron
superficialmente y hasta los 10 cm de profundi-
dad; la hojarasca consistié en material superficial
y el estiércol se tomé directamente del recto de
los animales previo a su excrecion. Las muestras
se almacenaron en bolsas plasticas a 4 °C hasta
su procesamiento. Para el aislamiento de HND se

empled la metodologia de espolvoreado en placa
con cebo descrita por Barrén (1977). Las placas
fueron incubadas a 23 - 26 °C y oscuridad. A partir
del quinto dia de incubacion y por dos semanas,
las placas se observaron diariamente en btsque-
da de neméatodos atrapados en las estructuras de-
sarrolladas por los HND.

Identificacion taxonémica. La identificacion ta-
xonoémica de los HND se realiz6 por medio de la
clave “A key to the Nematode-Destroying Fungi”
de Cooke & Godfrey (1964). Para la observacién
y medicién de las caracteristicas sefialadas en la
clave, se utilizo la téenica de cultivo en lamina
con nematodos (Jeffries & Young 1994).

Morfologia macroscépica. Tubos con agar sabou-
raud glucosado fueron inoculados con cada una
de las cepas de HND aislados. Los tubos inocu-
lados se incubaron a 23 - 26 °C y luz artificial. A
los ocho dias se determinaron las siguientes ca-
racteristicas coloniales (Garcia & Salas 2000a): ta-
mafio, color y aspecto, forma de frente y de lado,
tipo de borde, aspecto de la superficie y reverso,
presencia de pigmentos y presencia de micelio
sumergido.

Morfologia microscépica. Para determinar la
morfologia microscépica de los HND se estable-
cieron cultivos en ldmina (Garcia & Salas 2000Db)
que se incubaron a 28 °C en oscuridad por cuatro
a once dias. Las laminillas fueron observadas en
microscopio compuesto para determinar las si-
guientes caracteristicas microscépicas: tipo de
micelio, didmetro de la hifa, frecuencia de septa-
cién, dngulo de ramificacién del micelio, angulo
de ramificacién de los conidiéforos con respecto
a la hifa, tamafio y niimero de ramificaciones del
conidiéforo, tamario del conidiéforo, tipo de es-
poras producidas, tamafio, forma, color, aspecto
y presencia de septos en las esporas. Todos los pa-
rametros se determinaron 25 veces por cepa para
calcular un promedio.

RESULTADOS

Veintisiete cepas de HND fueron aisladas a
partir de diversos sustratos recolectados en cin-
co provincias de Costa Rica (Cuadro 1). De las
27 cepas, 15 fueron identificadas como Candela-
brella musiformis (Drechsler) Rifai et R.C. Cooke
(1837), hongo formador de redes adhesivas bidi-
mensionales, 11 como Arthrobotrys oligospora Fre-
senius (1850) y una como Dactylella sp. - ambos
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formadores de redes adhesivas tridimensionales
(Cuadro 2). A su vez, de las 27 cepas diez fueron
aisladas de muestras recolectadas en la provincia
de Limon, siete de Heredia, seis de San José, dos
de Alajuela y dos de Cartago.

Las cepas identificadas como C. musiformis
presentaron las siguientes caracteristicas macros-
copicas: colonias grandes, vellosas, hialinas, con
forma irregular tanto de frente como de lado.
Algunas produjeron pigmentos cafés o anaranja-
dos. Las 11 cepas identificadas como A. oligospora
presentaron las siguientes caracteristicas macros-
copicas: colonias grandes, hialinas, de aspecto
algodonoso-musgoso, con forma irregular ob-
servadas de frente y plana observadas del lado.
Algunas produjeron pigmentos cafés o anaranja-
dos. La tnica cepa aislada identificada como Dac-
tylella sp. fue descrita como sigue: colonia gran-
de, hialina, de apariencia glabra, forma circular
observada de frente y plana observada de lado,
sin produccién de pigmentos.

En cuanto a la caracterizacién microscépica,
todas las mediciones y observaciones de las es-
tructuras microscopicas de las 26 cepas de C. mu-
siformis y A. oligospora coinciden con las descritas
en la literatura (Watanabe 1937, Haard 1968, De
Hoog 1985, Rubner 1996) para dichos géneros y
especies (Cuadros 3 y 4). La tunica cepa de Dac-
tylella sp. presentd las siguientes caracteristicas
microscopicas (um): frecuencia de septacion =
3,6, diametro de hifa = 46,0, tamano de conidi6-
foro = 207,8, largo y ancho de conidio = 39,7 y
18,6 respectivamente, tamarfio de septo proximal
y distal = 8,1 y 8,0 respectivamente.

DISCUSION

Los cantones en los cuales se recolectaron las
muestras para el aislamiento de los HND se ca-
racterizan por presentar climas tropicales (Cua-
dro 1), en teoria, la probabilidad de aislar diver-
sos géneros y especies de HND en estos sitios
es alta; sin embargo, contrario a esta prediccién,
tnicamente se aislaron HND de tres géneros di-
ferentes; Arthrobotrys, Candelabrella y Dactylella.
Resultados similares han sido comunicados pre-
viamente en otros estudios, donde HND perte-
necientes a los géneros; Arthrobotrys, Candelabrella
y Monacrosporium han sido aislados de sistemas
productivos vegetales y animales de Costa Rica
(Peraza-Padilla et al. 2011, Soto-Barrientos et al.
2011).

Las redes adhesivas son el tipo méds comun
de trampa encontrada en los HND (Stirling 1991,
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Larsen 1999, Swe et al. 2009), de estos, A. oligospo-
ra es el HND maés frecuentemente aislado y estu-
diado (Stirling 1991, Persmark et al. 1996, Jaffee &
Strong 2005, Farrell ef al. 2006). Los HND forma-
dores de redes adhesivas crecen mejor a tempera-
turas cercanas a 30 °C, en contraste, las especies
formadoras de perillas, ramas o anillos constric-
tores crecen mejor a temperaturas de 15 °C (Rub-
ner 1996). Esto explicaria la predominancia de
HND formadores de redes adhesivas en zonas
tropicales como Costa Rica y la ausencia de hon-
gos formadores de otras estructuras atrapado-
ras en dichas zonas. Lo anterior coincide con los
hallazgos de investigaciones llevadas a cabo en
otras zonas tropicales como El Salvador y Hong
Kong, donde se ha comunicado una dominancia
de especies formadoras de redes adhesivas como
Candelabrella, Arthrobotrys, Monacrosporium 'y
Dactylella, y la ausencia de hongos depredadores
formadores de perillas, ramas o anillos (Btcaro
1982, Swe et al. 2009). Esto sugiere que, contra-
rio a lo esperado, las condiciones ambientales del
trépico probablemente no promueven una alta
diversidad de HND.

La naturaleza de las muestras a partir de las
cuales los HND se aislaron fue muy diversa (Cua-
dro 2). A su vez, las muestras provinieron de eco-
sistemas y agroecosistemas diversos, por ejem-
plo ecosistemas no disturbados, agroecosistemas
ecolégicos, organicos o en transicion a produc-
cién organica (Cuadro 2). En los agroecosistemas
anteriores la probabilidad de encontrar HND es
tedricamente alta debido a que su manejo propi-
cia una alta diversidad microbiolégica del suelo.
Sin embargo, los HND también fueron aislados de
muestras provenientes de sistemas productivos
con manejo convencional, los cuales presentan
suelos degradados. Investigaciones previas han
demostrado que la diversidad de HND es ligera
pero significativamente mayor en agroecosistemas
organicos con respecto a agroecosistemas conven-
cionales; sin embargo, la densidad poblacional de
dichos hongos en ambos tipos de sistemas produc-
tivos ha sido similar (Persmark et al. 1996, Jaffee et
al. 1998). Esto sugiere que los HND presentan cier-
to grado de resistencia y tolerancia a condiciones
edaficas adversas, lo cual es una ventaja para su
uso como agentes de control biolégico, especial-
mente en sistemas con manejo convencional.

Las caracteristicas morfoloégicas macro y mi-
croscopicas de las 27 cepas de HND concordaron
con las descritas en la literatura para dichos gé-
neros y especies (Watanabe 1937, Haard 1968, De
Hoog 1985, Rubner 1996).
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Los resultados de este estudio indican que
los HND se encuentran presentes en los ecosiste-
mas y agroecosistemas tropicales de Costa Rica.
Dichos hongos fueron aislados a partir de mues-
tras recolectadas en sistemas productivos sujetos
a diversas intensidades de manejo, en un gran
namero de localidades del territorio costarricen-
se y a partir de muestras de diversa naturaleza.
Estos hallazgos sugieren que la incorporacién de
HND en una estrategia de manejo integrado de
nematodos parasitos a nivel local es viable, ya
que existen cepas nativas adaptadas a diversas
condiciones ambientales y regimenes de manejo
agricola. El siguiente paso para poder incorporar
HND en una estrategia integral de manejo de ne-
matodos pardsitos consiste en seleccionar cepas
eficientes y realizar las pruebas pertinentes en
sistemas productivos en campo.
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Cuadro 1. Caracteristicas ambientales de los lugares de procedencia de las muestras recolectadas para
el aislamiento de hongos nematéfagos depredadores. bmh-MB: bosque muy hiimedo montano bajo,
bmh-P: bosque muy hiimedo pluvial, bmh-T: bosque muy htimedo tropical, bp-MB: bosque pluvial
montano bajo, bp-M: bosque pluvial montano, bp-P: bosque pluvial premontano, bh-P: bosque hime-

do premontano, bh-T: bosque hiimedo tropical.

. Zona de vida segtn cla- Altitud Prec1p1.tac1(’)n Tempe;ratura
Canton D S promedio anual promedio anual
sificaciéon de Holdridge (msnm) o
(mm) {9

Poas bmh-MB 812 -1440 3587 11,5

Turrialba bmh-P, bmh-MB, 390 - 1475 2266 - 4784 20,2
bmh-T, bp-P, bh-T

Barva bmh-P, bmh-MB, 1110 - 1530 2266 -2916 20,2
bp-M, bh-P

Santa Barbara bmh-P, bmh-MB, 1045 - 1396 2422 -3696 20,3
bmh-T, bp-M, bh-P

Sarapiqui bmh-P, bmh-T, 37 -187 3069 -4540 24,75
bp-MB, bp-P

Heredia centro bmh-P, bmh-T, bp-P, 1003 - 1804 1879 -3325 20,2
bh-P

Pococi bmh-P, bmh-T, bp-M, 5-262 3559 - 6426 26

bp-P
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Cuadro 1, continta.

. Zona de vida segtn cla- Altitud Prec1p1'tac16n Tempgratura
Canton cpe e . c 1. promedio anual promedio anual
sificaciéon de Holdridge (msnm) o
(mm) (°©)

Siquirres bh-T 30 -160 3047 -7605 25,35
Talamanca bmh-P, bp-M, bp-P, 4-32 2570-2786 25,9

bh-T
Matina bmh-P, bmh-T, bp-M, bp- 11-15 3194-3596 24,9

MB, bh-T
Guéacimo bmh-P, bmh-T, bp-M 10-114 3125-3338 24,4
Vézquez de bmh-T, bmh-P, 1335-1510 2326-2891 16,7
Coronado bmh-MB, bp-M, bp-P,

bp-MB
Moravia bmh-P, bmh-MB, bh-P 1231-1396 2509-4042 17,4

Fuente: Chinchilla (1987), Bolafios & Watson (1993), Solano & Villalobos (2001), Telesig (2005).

Cuadro 2. Hongos nematéfagos depredadores aislados, tipo y origen de los sustratos a partir de los
cuales fueron aislados.

Codigo Identifi- Tipo de muestra Lugar de origen
cacion de la muestra

BBP1 C. musiformis  Bocashi elaborado a partir de estiércol de bovino Poasito, Alajuela

BBP2 A. oligospora  Bocashi elaborado a partir de estiércol de bovino Poasito, Alajuela

BPa1l A. oligospora  Suelo de plantacién de palma aceitera, producciéon  Batan, Limén

convencional
C4 A. oligospora  Estiércol de cabra Coronado, San
José
CcO1 C. musiformis  Suelo de plantacién de café organico Santa Lucia, He-
redia
DAP A. oligospora  Suelo de potrero, ganado vacuno, finca lechera Moravia, San José
organica

DABS2  C. musiformis  Suelo de bosque secundario Moravia, San José

DA- A. oligospora  Suelo de hortalizas abonadas con lombricompost Moravia, San José

HAL1 elaborado a partir de estiércol vacuno

DEPG C. musiformis ~ Suelo de potrero rotativo de gallinas, produccién Africa, Limon

organica

FDH1 C. musiformis ~ Suelo sistema agroforestal de produccién de cacao ~ Talamanca, Limén

FDJ1 Dactylella sp.  Suelo de finca ecolégica Cahuita, Limén

Gl A. oligospora  Estiércol de bovino, finca ganadera Guapiles, Limén

G3 C. musiformis  Estiércol de bovino, finca ganadera Guapiles, Limon
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Cuadro 2, continta.

Codigo Identifi- Tipo de muestra Lugar de origen
cacién de la muestra
HFC2 C. musiformis  Suelo de hortaliza abonada con abonos organicosa Coronado, San
base de estiércol, finca diversificada en transiciéon José
LS C. musiformis  Suelo y hojarasca bosque primario Sarapiqui, Heredia
MEG C. musiformis  Estiércol de bovino, manejo ecolégico Pococi, Limén
MM A. oligospora  Suelo de plantacién de morera organica, manejo Pococi, Limén
bajos insumos
MO1 A. oligospora  Suelo de plantaciéon de morera orgénica, abonada  Santa Lucia, He-
con lombricompost de cabra redia
MO2 C. musiformis  Suelo de plantacién de morera organica, abonada  Santa Lucia, He-
con lombricompost de cabra redia
NS C. musiformis  Suelo de plantacién de noni convencional Siquirres, Limén
PB2 A. oligospora  Suelo de plantacién de platano convencional Batan, Limén
PFC C. musiformis  Suelo de potrero, finca diversificada en transicion Coronado, San
José

PFSL1  C. musiformis Suelo de potrero proyecto lechero, ganado bovino  Santa Lucia, He-

redia
SBSB1 C. musiformis ~ Suelo huerto casero de traspatio Santa Barbara,
Heredia
UCRla  A.oligospora  Estiércol ganado bovino lechero Turrialba, Cartago
UCR1b  C. musiformis  Estiércol ganado bovino lechero Turrialba, Cartago
UNA A. oligospora  Suelo jardin de la UNA, sin manejo Heredia centro

Cuadro 3. Caracteristicas microscépicas promedio (en pm) de 15 cepas de Candelabrella musiformis
nativas de Costa Rica.

Frec. de Tamafio No. Tamafio
septa- Diametro  de co- Largo Ancho Tamafio ramifica- ramifica-
cién de hifa nidiéforo conidio conidio desepto ciones ciones

Promedio 42,2 34 240,0 311 8,0 6,8 5,0 54
Desv. Est. 4,8 0,7 23,6 2,6 09 0,7 1,3 2,2
Max. 53,1 51 287,0 35,0 9,7 8,0 7,5 12,9
Min. 35,3 2,4 203,5 26,5 6,4 54 2,6 3,7
Coef. Var. (%) 11,4 20,6 9,8 8,4 11,4 10,8 26,8 41,5
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Cuadro 4. Caracteristicas microscopicas promedio (en pm) de 11 cepas de Arthrobotrys oligospora nati-
vas de Costa Rica.

Frecuencia Diametro = Tamaiio de Largo Ancho Tamaio

de septacion de hifa conidiéforo  conidio conidio de septo
Promedio 42,0 3,7 393,3 20,7 9,9 7,4
Desv. Est. 11,6 0,6 73,3 12 0,7 0,8
Max. 50,9 44 482,5 22,6 10,9 8,4
Min 37,0 2,7 255,6 18,0 8,2 55
Coef. Var. (%) 27,7 17,4 18,6 5,6 7,3 11,3
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