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RESUMEN

El uso intensivo y prolongado de tratamientos antiparasitarios ha dado lugar a un incremento en
las resistencias que los parasitos presentan frente a estos firmacos, siendo mas notable en aquellos
que afectan a los animales de produccion. Debido a esta situacion, la busqueda de alternativas y
métodos complementarios para el tratamiento y la prevencion de dichas infecciones parasitarias
esta tomando una importancia creciente. Entre estos métodos de prevencion complementarios se
encuentra el control bioldgico, el cual emplea sustancias y metabolitos naturales, asi como
organismos vivos, como alternativas sostenibles y eficaces para minimizar la presencia de dichos
parésitos en el ambiente. En este estudio se evalud la actividad parasiticida de Trichoderma
atrobrunneum, un hongo con demostrada eficacia frente a ciertos fitopatdégenos, aunque su
potencial contra nematodos no ha sido ampliamente documentado. Se analizo su actividad ovicida
contra Ascaris suum, en comparacion con los hongos Mucor circinelloides y Clonostachys rosea,
a lo largo de un periodo de 60 dias. Otro punto evaluado fue la capacidad ovicida de T.
atrobrunneum frente a Toxascaris leonina y Trichuris spp. en presencia de distintos porcentajes
de aceite de cocina usado, a lo largo de 45 dias, donde se observo que dicha actividad se mantenia.
También se estudio la capacidad de crecimiento de este hongo en medios liquidos con diferentes
porcentajes de aceite usado, comparandose con la capacidad de crecimiento de M. circinelloides.
En ambos casos, se observo como porcentajes bajos (1 %) de aceite de cocina usado favorecieron

el desarrollo de los hongos.

Palabras clave: Trichoderma, helmintos, suelo, control bioldgico, reciclar, sostenibilidad.

RESUMO

O uso intensivo e prolongado de tratamentos antiparasitarios deu lugar a un incremento nas
resistencias que os parasitos presentan fronte a estes farmacos, sendo mais notable naqueles que
afectan os animais de producion. Debido a esta situacion, a procura de alternativas e métodos
complementarios para o tratamento e a prevencion das devanditas infeccions parasitarias esta a
tomar unha importancia crecente. Entre estes métodos de prevencion complementarios atopase o
control bioloxico, o cal emprega substancias e metabolitos naturais, asi como organismos vivos,
como alternativas sostibles e eficaces para minimizar a presenza dos devanditos parasitos no
ambiente. Neste estudo avaliouse a actividade parasiticida de Trichoderma atrobrunneum, un
fungo con demostrada eficacia fronte a certos fitopatogenos, ainda que o seu potencial contra
nematodos non foi amplamente documentado. Analizouse a sua actividade ovicida contra Ascaris

suum, en comparacion cos fungos Mucor circinelloides ¢ Clonostachys rosea, ao longo dun



periodo de 60 dias. Outro punto avaliado foi a capacidade ovicida de T. atrobrunneum fronte a
Toxascaris leonina e Trichuris spp. en presenza de distintas porcentaxes de aceite de cocina
usado, ao longo de 45 dias, onde se observou que dita actividade mantifase. Tamén se estudou a
capacidade de crecemento deste fungo en medios liquidos con diferentes porcentaxes de aceite
usado, comparandose coa capacidade de crecemento de M. circinelloides. En ambos os casos,
observouse como porcentaxes baixas (1%) de aceite de cocifia usado favoreceron o

desenvolvemento dos fungos.

Palabras chave: Trichoderma, helmintos, solo, control bioloxico, reciclar, sostibilidade.

SUMMARY

The intensive and prolonged use of antiparasitic treatments has led to an increase in parasite
resistance to these drugs, which is especially notable in those affecting livestock animals. Due to
this situation, the search for alternatives and complementary methods for the treatment and
prevention of such parasitic infections is gaining increasing importance. Among these
complementary prevention methods is biological control, which uses natural substances and
metabolites, as well as living organisms, as sustainable and effective alternatives to reduce the
presence of these parasites in the environment. In this study, the parasiticidal activity of
Trichoderma atrobrunneum was evaluated, a fungus with proven efficacy against certain
phytopathogens, although its potential against nematodes has not been widely documented. Its
ovicidal activity against Ascaris suum was analyzed and compared with that of Mucor
circinelloides and Clonostachys rosea over a 60-day period. Another aspect evaluated was the
ovicidal capacity of 7. atrobrunneum against Toxascaris leonina and Trichuris spp. in the
presence of different percentages of used cooking oil over a 45-day period, where its activity was
observed to persist. The fungus’s growth capacity in liquid media with varying percentages of
used oil was also studied and compared with that of M. circinelloides. In both cases, low

percentages (1%) of used cooking oil favored fungal development.

Key words: Trichoderma, helminths, soil, biological control, recycling, sustainability.



ABREVIATURAS

ACU: aceite de cocina usado
esp: espora

hpg: huevos por gramo
L1:larval

L2: larva 2

L3: larva 3

STH: soil-transmited helminth (helminto transmitido a través del suelo)
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1. INTRODUCCION

1.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS HONGOS

Los hongos son organismos eucariotas heterotrofos,
con un nucleo definido y organulos recubiertos por
membranas. Su pared celular estd compuesta por

glucanos y quitina. Se reproducen sexual y

asexualmente y producen esporas. La mayoria de los
hongos, salvo las levaduras (hongos unicelulares),

crecen en forma de hifas, células elongadas y

filamentosas (Fig. 1). Algunos hongos dimorficos
) ) Fig. 1.- Los hongos filamentosos se
pueden cambiar entre estado de levadura y de hifa, y | caracterizan por la formacién de hifas, cuyo

conjunto da lugar al micelio.

se denomina micelio al conjunto de hifas que

componen un hongo (Marin, 2018).

Al inocular cualquier tipo de hongo en un medio de cultivo se producira un desarrollo progresivo
con las fases de latencia, crecimiento exponencial, deceleracion, estacionaria y finalmente
autolisis. En la fase de latencia tiene lugar la adaptacion del hongo al medio de cultivo, y no hay
crecimiento. En la fase exponencial ocurre un incremento logaritmico a intervalos concretos
dependientes de las condiciones del medio y la especie de hongo (Kavanagh, 2005).
Posteriormente, en la fase de deceleracion el ritmo de crecimiento disminuird gradualmente

(Deacon, 2006).

Una vez se ha alcanzado el maximo crecimiento, se alcanza la fase estacionaria en la que el
desarrollo se mantiene constante, y se ha demostrado que los hongos pueden mantenerse meses
en esta fase, donde sobreviven sin la adicion de nutrientes; ademas de la privacion de nutrientes,
otros factores que contribuyen a esta fase son algunas sustancias toxicas del medio, cambios de
pH (especialmente bajo), elevadas concentraciones de CO, etc. Posteriormente ocurre la tltima

fase, de autolisis, donde la presencia sufre un descenso gradual (Deacon, 2006).

En las fases iniciales, principalmente en la exponencial, se produce el metabolismo primario del
hongo, donde ocurren aquellos procesos metabolicos necesarios para el desarrollo (crecimiento +
desarrollo), que resultan en metabolitos primarios como carbohidratos, aminoacidos, acidos
organicos, acidos nucleicos, vitaminas o glicerol (Calvo et al., 2002). En fases posteriores, de
deceleracion y estacionaria, ocurren los procesos de metabolismo secundario de los hongos, que
facilitan la supervivencia sin afectar el crecimiento, y entre estos metabolitos secundarios se

encuentran sustancias con actividad antibiodtica, antifingica, toxinas, etc.



Existen distintas clasificaciones de los hongos, morfologica (filamentosos, levaduras y
dimorficos), filogenética empleando técnicas moleculares, y segin la forma en la que obtienen
carbono y otros nutrientes: patdégenos/parasitos, simbiontes y saprofitos (Chethana et al., 2021).

En base a esta ultima, se identifican hongos (Fig. 2):

* Son antagonistas de otros hongos (micoparasitos),
de insectos (entomoparasitos) y de nematodos
(hongos nematdéfagos).

Parasitos

* Conraices de plantas (micorrizas) y con algas verdes
o cianobacterias (liquenes).

* Se alimentan de materia organica en
descomposicion.

Fig. 2.- Clasificacion de los hongos segtn el tipo de nutricion.

1.2. HONGOS PARA EL CONTROL DE PARASITOS

En el siglo XX se desarrollaron numerosas moléculas de accion antiparasitaria, lo que promovid
el disefio de protocolos para el control de parasitos que afectaban a diferentes especies animales
mantenidas en distintos regimenes. La eficacia de la mayoria de los farmacos orientd
practicamente el control a su administracion Unicamente, soslayando la aplicacion de otras
medidas para reducir el riesgo de infeccion, como el desarrollo de acciones sobre el medio para
disminuir la viabilidad de formas infectantes, o relacionadas con el manejo de los animales para

evitar su exposicion (Voinot, 2022; Palomero, 2023).

Esta estrategia llevd en numerosas ocasiones a una mala praxis, con una dosificacion erronea
basada en la estimacion incorrecta del peso de los animales, que puede desembocar en
subdosificacion, frecuencia excesiva de desparasitacion, administracion del mismo principio
activo de forma continuada... Como resultado, se detectaron eficacias inferiores a las esperadas,
que en ocasiones llevaron a la aparicion de resistencia antihelmintica, situacion en la que cepas
de ciertos parasitos son capaces de sobrevivir a algunos tratamientos antiparasitarios, y ademas

transmitir esta capacidad a su descendencia (Fissiha & Kinde, 2021; Mickiewicz et al., 2021).

Ante esta situacion, hacia el Gltimo tercio del siglo XX surgieron algunas corrientes que

comenzaron a considerar la utilidad de complementar la administracion de farmacos
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antiparasitarios con otras medidas orientadas a la prevencion de la infeccidon por parasitos. De
este modo, se han indicado diversas opciones, como la rotacidon de pastos, alternancia de especies
en pastoreo, empleo de particulas de Cu... También surgid el concepto de control bioldgico,
bioproteccion o también biocontrol, que se define como el procedimiento de control de plagas
que emplea otros organismos, enemigos naturales, patogenos, o semioquimicos (feromonas,
kairomonas, alomonas, sinomonas) y sustancias naturales (Deiss & Edginton, 2025). De este
modo, se describio la utilidad del empleo de Bacillus thuringiesis frente a nematodos (Vazquez-

Pineda et al., 2011), y también algunas especies de hongos filamentosos (Larsen, 1999).

1.2.1. Actividad ovicida.

La aplicacion practica de los hongos filamentosos ha experimentado un auge notable en los
ultimos 50 afios, en que se empezod a considerar su utilidad para el control bioldgico de algunas
formas parasitarias que afectan a animales, e incluso pueden hacerlo al hombre. Entre estas
especies se han descrito algunos hongos que son capaces de alimentarse a partir de
ooquistes/huevos de parasitos que se encuentran en el suelo, y que finalmente acaban siendo
destruidos. Entre éstos se identificaron especies como Mucor circinelloides, Pochonia
chalmydosporia, Trichoderma atrobrunneum, Verticillium chlamydosporium, Clonostachys
rosea o Purpureocillium lilacinum (Canhao-Dias et al., 2020; Vida et al., 2020; Salmo et al.,
2024; do Carmo et al., 2025). La actividad ovicida de los hongos suele desarrollarse

progresivamente en distintas fases:

1- Deteccion: el hongo detecta metabolitos y sustancias secretadas por los parasitos
y en su superficie como los ascarosidos, unas moléculas de senalizacion (Hsueh
etal., 2012).

2- Adherencia: las hifas crecen hacia los huevos de los parasitos y entran en contacto
con la superficie de los huevos, también participan en este proceso los conidios
(Hajji-Hedfi et al., 2023). Puede tomar lugar un proceso de diferenciacion en el
que se forman apresorios, que son modificaciones aplanadas del extremo de la
hifa, con una mayor superficie, que facilitan la adherencia a la cubierta del huevo
y su posterior penetracion. (Al-Ani et al., 2022).

3- Penetracion: las hifas que inciden en angulo recto atraviesan las cubiertas y
alcanzan su interior (Braga et al., 2009). Se produce de forma mecanica a través
de los apresorios, y con la colaboracion de enzimas secretadas por el hongo como
proteasas, quitinasas y colagenasas (Hernandez, 2019; De Freitas Soares ef al.,

2023).
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4- Absorcion: tiene lugar gracias a la participacion de los haustorios, estructuras
originadas en el interior de algunas hifas, y también a la secrecion de enzimas
encargadas de la digestion del huevo, el cual le aporta los nutrientes y energia
necesarios para el desarrollo (Lopez-Llorca et al., 2007). Entre las enzimas

secretadas se encuentran lipasas, amilasas y pectinasas (Yang et al., 2007).

La evaluacion de la actividad ovicida suele clasificarse empleando los pardmetros establecidos

por Lysek et al. (1982), que posteriormente han sido modificadas por Hernandez et al. (2019):
-Tipo 1: Las hifas se adhieren a la superficie de los huevos sin causar dafio.

-Tipo 2: La cubierta y el contenido interno de los huevos presentan alteraciones

sin que se haya producido la penetracion hifal.

-Tipo 3: Las hifas penetran y colonizan los huevos, destruyen el embrion y

absorben todo el contenido interior.

1.2.1. Actividad larvicida.

Los hongos parasitéfagos con actividad larvicida son prometedores en el control de parasitos
que presentan formas moviles en el suelo, como las larvas de tercer estadio (L3) en la mayoria de
los tricostrongilidos (Canhao-Dias et al., 2020). Dentro de este grupo se encuentran D. flagrans,
Arthrobotrys oligospora., Monacrosporium cionopagum y Dactylella brochopage (Deacon,

2006; Webster y Weber, 2007).

La actividad larvicida se produce de manera similar a los hongos del grupo anterior, aunque tienen

ciertas peculiaridades (Freiria, 2020):

-Deteccion: El proceso de deteccion ocurre de la misma manera, guidndose por los
metabolitos excretados por sus presas. Algunos hongos de este grupo, como
Arthrobotrys brochopaga, secretan metabolitos que atraen a los nematodos

(Nordbring-Hertz et al., 2011).

-Adherencia: Puede producirse por el contacto de las hifas y conidios del hongo con
los parasitos, aunque algunos hongos, como D. flagrans y A. oligospora, forman
redes tridimensionales adhesivas que se disponen alrededor de sus presas o forman

anillos constrictores que permiten su captura (Nordbring-Hertz et al., 2011).
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-Penetracion: La penetracion del hongo toma lugar gracias a la accion conjunta del
dafio mecanico producido por las propias hifas junto con la secrecion de diversas

enzimas (Vega y Kaya, 2012).

-Absorcion: Tras la penetracion se produce la digestion y absorcion del contenido

interno de las larvas, a través de las denominadas hifas asimilativas (Freiria, 2020).

1.3. HONGOS PARASITOFAGOS UTILES EN EL CONTROL PARASITARIO

1.3.1. Trichoderma atrobrunneum

Trichoderma es un género de hongos cosmopolitas saprofitos, pertenecientes a la familia
Hypocreaceae. Se considera un género anamorfo debido a que la mayoria de las especies que lo

constituyen se reproducen de manera asexual (Webster & Weber, 2007).

Los hongos de este género son de crecimiento rapido, generalmente de color verde al observarse
macroscOpicamente, aunque varia segin la especie (Gomez-Méndez et al., 2020).

Microscopicamente se pueden observar las siguientes estructuras:

-Hifas: Septadas, hialinas y ramificadas

irregularmente. (Martinez-Scott et al., 2021)

-Conidios: Esporas asexuales redondeadas, de 4
a 5 mm de diametro (Deacon, 2006), producidas
por las fialides (Minter et al., 1983), pueden

aparecer sueltas, en cadenas, o en estructuras

denominadas conidioforos.

Fig. 3. Conidiéforos de T. atrobrunneum,

-Conidiéforos: hifa modificada que puede |junto a un huevo de A. suum siendo
penetrado por sus hifas.

presentar un niimero variable de fialides, donde
se producen las esporas asexuales (Deacon, 2006). Los conidioforos de estos hongos
son similares a los de los géneros Chlonostacys (antes denominado Gliocladium) 'y

Verticillium, con una disposicion piramidal/triangular (fig. 3) (Zhu et al., 2017).

Los hongos de este género poseen capacidad para degradar polimeros como celulosa,
hemicelulosa y quitina, gracias en concreto a las enzimas B-1,3-glucanasa y quitanasas,
especificamente cuando se encuentran en presencia de otros hongos (Deacon, 2006). Por este
motivo, se emplean en el control biologico de hongos fitopatdogenos, ya que presentan una alta

actividad fungicida, con una gran diversidad de mecanismos de accion como:
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-Penetrar y enroscarse alrededor de las hifas de otros hongos impidiendo su desarrollo

(Deacon, 20006).

-Antibiosis por la produccion de metabolitos secundarios, sustancias fungicidas y con
efectos antibidticos como: 6-pentil-a-pirona, suzukacillina, Alameticina y tricodermina

(Deacon, 2006).
-Micoparasitismo (Hernandez-Melchor et al., 2019).
-La competencia por espacio y nutrientes (Hernandez-Melchor et al., 2019).

Los mecanismos de accion parasiticida observados en algunas especies del género como T.
harzianum son la secrecion de metabolitos secundarios toxicos (Bokhari, 2009) como PRA1 y
PRBI, con accién nematocida, (Suarez ef al., 2004), y la propia penetracion de las hifas en los

huevos de parasitos (Sahebani y Hadavi, 2008).

Otra especie que pertenece a este género, 7. atrobrunneum, ha sido estudiada principalmente
como promotor de crecimiento en plantas (Natsiopoulos et al., 2022) y antagonista de otros
hongos (Gimeno ef al., 2020), aunque en el estudio genomico realizado por Fanelli ef al. (2018)
se observo la expresion de genes relacionados con el parasitismo y la sintesis de metabolitos y
enzimas con potencial de control bioldgico. En investigaciones recientes se ha demostrado su
antagonismo frente a huevos de nematodos ascaridos, estrongilidos y tricuridos (Hernandez et al.,

2018; Viha et al., 2020; Diaz, 2024).

1.3.2. Mucor circinelloides

Mucor es un género de hongos dentro de la familia Mucoraceae y el orden Mucorales, donde la
mayoria de especies son anamorfas (Hoffmann et al., 2013), como ocurria en el género
Trichoderma. (Ziaee et al., 2016). Se encuentran dentro del grupo de los organismos saprofitos
pioneros, denominados asi porque son los primeros en actuar en materia organica en
descomposicion y tienen un rapido desarrollo, a diferencia de Trichoderma spp. los hongos de
este género tienen una capacidad muy limitada para degradar polimeros complejos como la
celulosa (Webster y Weber, 2007). Otra caracteristica de algunas especies de este género, como
M. circinelloides (Orlowski, 1991), es que son hongos dimorficos, capaces de alternar entre una

estructura de levadura unicelular y de moho segtn las condiciones del medio (Deacon, 2006).

Macroscopicamente las especies del género Mucor pueden presentar colonias de colores como
blanco y gris hasta amarillo o incluso marrén; en el caso de M. circinelloides son de color blanco
a grisdceo, y aspecto aterciopelado (Purwantisari ef al., 2025). Microscopicamente se pueden

observar distintas estructuras:
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-Hifas: Hialinas, cenociticas, anchas y ramificadas irregularmente (Lackner et al.,

2021), como se observa en la figura 4.

-Esporangioforo: hifa especializada en cuyo extremo se localizara la columela y el
esporangio, en ¢l caso de M. circinelloides aparece como una ramificacion simpodial

de las hifas (Ziaee et al., 2016).

-Esporangio: estructura donde se encuentran contenidas las esporas asexuales; en el
caso de M. circinelloides es globoso, de unos 60 pm de diametro, y en el interior
aparecen las esporangiosporas, ligeramente ovaladas y de pared lisa, de entre 4y 7

pm de diametro (Ziaee et al., 2016).

Fig. 4. Esporangios e hifas de M. circinelloides.

Las diferentes especies del género Mucor secretan sustancias bioactivas como parte de su
metabolismo secundario e incluso primario; por ejemplo: Mucor ramosissimus secreta enzimas y
moléculas de sefializacion como oligogalacturénidos (OGAs) en presencia de Palicourea
marcgravii, induciendo la produccion de fitoalexinas, las cuales son compuestos con actividad
antimicrobiana sintetizadas por las plantas (Marques ef al., 2006). En el caso de M. circinelloides
se ha estudiado la produccién de distintos tipos compuestos bioactivos como diversos
antioxidantes (Hameed et al., 2017), carotenoides (Nicolas et al., 2008) y lipidos microbianos
(Rodriguez-Frometa et al., 2012). En un estudio donde se obtuvieron metabolitos producidos por
M. circinelloides en biomasa, en concreto la fraccion CHCls, se observo actividad frente a
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Bacillus subtilis (ATCC 25921) (Chaparro y
Campuzano, 2018).

En relaciéon con la actividad parasiticida, se han llevado a cabo distintos trabajos realizados

evaluando la eficacia de la accion parasiticida de M. circinelloides disminuyendo la viabilidad de
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los huevos de Calicophoron daubneyi, observandose actividad ovicida de tipo 3 donde se produce
la pentracion hifal y destruccion del embrion (Arroyo et al., 2017) y disminuyendo
significativamente la eliminacion de coccidios del género Eimeria en pavos reales tras 45 y 60
dias desde el comienzo de su administracion con el pienso (Lozano et al., 2024), ademas se ha
observado que la actividad parasiticida de M. circinelloides se mantiene tras la fabricacion
industrial de pellets nutricionales (Arroyo et al., 2015). Por ultimo, se ha demostrado que el
desarrollo y actividad parasitofaga no resultan afectadas en presencia de anticoccididsicos como
Lasalocid, Amprolio y Toltrazurilo, ni de antihelminticos como Albendazol, Fenbendazol,
Levamisol e Ivermectina (Lozano et al., 2023). Recientemente se ha indicado que no existe
ningun problema en el desarrollo de M. circinelloides en presencia de Levamisol o Piperazina, lo
que significa un gran avance en las posibilidades de administracion conjunta de un tratamiento

curativo y otro preventivo (Zubiria et al., 2025).

1.3.3. Clonostachys rosea

Se trata de otro género de hongos anamérfico dentro del orden Hypocreales (Webster y Weber,
2007). La especie C. rosea se denominaba previamente Gliocladium roseum, y es una de las
especies mas destacadas dentro del género debido a sus usos como agente de biocontrol y la alta
cantidad de metabolitos secundarios que produce, destacando que mas de 200 han sido ya

identificados (Han et al., 2020).

Macroscopicamente tanto el color como la textura de las colonias de C. rosea presentan
variaciones dependientes al medio del que proceden, en el estudio realizado por (Nagaraj et al.,
2023) donde se tomaron muestras de distintas localizaciones se observé como presentaban colores
desde blanco hasta salmon y la textura variaba desde plana hasta algodonosa. Microscdpicamente

se pueden observar:
-Hifas: son septadas e hialinas. (Tamta et al., 2022).
-Conidios: redondos, de 2.7 £ 0.2 x 1.6 + 0.4 um (Nagaraj ef al., 2023).

-Conidio6foros: son hialinos y ramificados, de dos tipos: a) en forma de cepillo con
una mayor densidad de fialides, y b) verticiladas, ramificadas, de manera similar a

los conidioforos de Verticillium (Nagaraj et al., 2023).

Como agente de control bioldgico, C. rosea actia de manera similar a los hongos anteriores:
Compite por los recursos del medio y espacio, y como micoparasito, sus hifas penetran y se

enrollan alrededor de las de hongos patdgenos del medio (Geiger et al., 2022; Nagaraj &
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Kolanthasamy, 2024). Se ha demostrado que secreta enzimas como quitinasas y proteasas
(Pachenari & Dix, 1980), y también metabolitos secundarios con actividad antibacteriana como
bisorbicillinoides y TMC-151 C y E (Zhai et al., 2016), y epipolisulfanildioxopiperazinas con
actividad nematocida (Dong et al., 2005).

Ademas, se ha probado la actividad ovicida de C. rosea al
inocular sus esporas sobre heces de cerdos infectados por el
nematodo Ascaris suum (Viia et al., 2020), que se debe a la
capacidad de adherirse a la cuticula de los huevos, penetrar y

destruirlos (Zhang et al., 2008) como se observa en la Figura

5. El antagonismo también ha sido demostrado frente a larvas

de tercer estadio (L3, infectantes) del nematodo | Fig. 5. Huevo de A. suum destruidoy
parcialmente absorbido por C. rosea.

gastrointestinal ~ hematofago  Haemonchus  contortus,

observandose mas efectividad cuando C. rosea fue el tinico hongo administrado (Da Silva et al.,

2015).

1.3.4. Duddingtonia flagrans

Hongo nematoéfago saprofito perteneciente a los Ascomicetos (orden Orbiliales). Tiene hifas
septadas, hialinas (transparentes) y ramificadas, capaces de formar trampas adhesivas (Anan’ko

y Teplyakova, 2011).

Producen clamidosporas, estructuras de resistencia gruesas y duraderas (Fig. 6), que son
resistentes al paso por el tracto digestivo, sin pérdida de actividad parasiticida, por lo que pueden

germinar en las heces donde se encuentran las larvas de los nematodos (Larsen, 1999).

Una caracteristica de D. flagrans es la formacion de redes tridimensionales adhesivas para atrapar
nematodos, los extremos de hifas curvadas se anastomosan y se disponen sobre el micelio
(Webster y Weber, 2007), estas redes no se producen de manera espontanea, es necesario el
estimulo de las excreciones de los nematodos y que el medio no sea demasiado rico en nutrientes
para que se produzca la transicion a hongo depredador (Anan’ko y Teplyakova, 2011). Sin
embargo, Arias ef al. (2013) demostraron que la presencia de fasciolas y paramfistomidos adultos
estimulaba el desarrollo del micelio de D. flagrans, y Suarez (2017) lo confirmé con larvas

muertas de Anisakis spp.

La actividad nematocida de D. flagrans incluye otros mecanismos de accion como la actividad

enzimatica de las proteasas y quinasas secretadas por el hongo (Braga et al., 2015).
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En un estudio realizado por Silva et al. (2010) en el que se evaluo la actividad ovicida de D.
flagrans (ACO001) sobre huevos de T. vulpis, se observo que solo se producia la adherencia de

hifas a la cubierta externa de los huevos sin causar la destruccion ni dafios notables en los mismos.

Fig. 6. Esporogénesis de D. flagrans con gran formacién
de clamidosporas.

1.4. HELMINTOS RESPONSABLES DE SAPROZOONOSIS

Se conocen numerosas especies de parasitos que desarrollan parte de su ciclo en el medio (suelo),
donde tienen lugar una serie de fases que llevan a alcanzar las fases que causan infeccion a
animales y personas (Ziliotto et al., 2023). Con el término Soil-Transmitted Parasites se incide
precisamente en la importancia de este medio desde un punto de vista de transmision de ciertas
enfermedades, y aunque se suele acotar a los helmintos (Soil-Transmitted Helminths, STHs), es
importante tener en cuenta que muchas especies de protozoos (Eimeria spp., Cystoisospora spp.,
Isospora spp., Sarcocystis spp.) también completan algunas fases en el suelo (Lozano et al.,

2023).

Gran parte de estos STHs tienen en comtn la caracteristica de que las formas adultas (hembras
en el caso de nematodos) eliminan huevos sin desarrollar a través de las heces, y una vez en el
suelo, se suceden diferentes fases hasta alcanzar los estadios infectantes. Este aspecto resulta muy
importante porque la infeccion no depende del contacto directo con hospedadores infectados, sino
con huevos que contienen una larva infectante en su interior (ascaridos, trictiridos), formas de
resistencia como metacercarias (trematodos) o larvas (tricostrongilidos, estrongilidos,
ancylostomidos) (Hernandez, 2019). Las infecciones provocadas por algunos de estos agentes

pueden afectar a animales y personas, y se denominan saprozoonosis.
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1.4.1. Ascaris suum

Se trata de un nematodo gastrointestinal zoondsico, de aE
distribucién cosmopolita, que parasita principalmente a cerdos P m s
y jabalies (Farkas et al., 2024). El ciclo bioldgico es directo, sin -

hospedadores intermediarios (Bowman, 2011). Los animales

infectados excretan huevos no embrionados en sus heces, de
color marréon dorado, con forma ovalada o eliptica (Fig. 7). o, A
’ ptica (Fig. 7) TR T,

Estas formaciones presentan una cubierta gruesa compuesta por | Fig. 7. Los huevos de A. suum
miden 45-75 x 35-40 pm, vy
presentan unas protrusiones
caracteristicas, los mamelones.

4 capas: capa interna de lipoproteinas denominada capa

ascarésida, capa de quitina/proteina, capa vitelina compuesta

de lipoproteinas (Wharton, 1980) y una capa externa uterina de mucopolisacaridos/proteinas (Kim
et al., 2012). Son muy resistentes a desinfectantes, cloracion, radiacion UV y temperaturas
elevadas (Brownell & Nelson, 2006; Oh et al., 2016). En un ambiente adecuado (20-30° y elevada
humedad) desarrollaran en su interior una larva de primer estadio o L1, que se convierte en otra
L2 infectante, en un periodo de 2 a 4 semanas (Asaolu & Ofoezie, 2018). Tras la ingestion de los
huevos infectivos con L2 (si no contiene esta L2 no supone ninglin riesgo), se produce la eclosion

en estdmago e intestino delgado.

Es responsable de graves perjuicios econdmicos, entre los que destacan la menor ganancia de
peso (Whitehead et al., 2022) y el decomiso de higado, pulmones ¢ intestinos. En un matadero de
la Comunidad Autéonoma Valenciana se evaluo la presencia de A. suum y se obtuvo una

prevalencia del 10,20% (Sanchis & Mateu, 2020).

La infeccion en humanos por 4. suum se observa principalmente en paises en desarrollo, regiones
rurales, e incluso en zonas industrializadas y urbanas donde no se aplican practicas de higiene
adecuadas. Otro factor que puede facilitar su transmision es el uso de heces de cerdo como

fertilizante en determinadas regiones (Kim et al., 2012).

1.4.2. Toxascaris leonina

Es un nematodo gastrointestinal de gatos y perros, que
también ha sido observado en otras especies como el lince, y
del que se discute su caracter zoondsico (Gallardo-Santis et
al., 2015). Los huevos de T. leonina son ovalados, con una

cubierta lisa (principal diferencia con Toxocara spp.) y gruesa

(Fig. 8) (Xue et al., 2014). Fig. 8. Los huevos de T. leonina
miden 59-88 x 59-74 um.
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El ciclo bioldgico también es directo, aunque existen pequefos vertebrados que actiian como
hospedadores paraténicos como los ratones (Okulewicz et al., 2012). Al ingerir huevos infectantes
(contienen una L2) o un hospedador paraténico del medio, llegan al intestino delgado, donde las
larvas salen e invaden la pared intestinal y quedan enquistadas (Bowman, 2011). Los huevos

tardan 1-2 semanas en convertirse en infectantes.

1.4.3. Trichuris spp.

Se trata de un género de nematodos que incluye a una gran diversidad de especies (mas de 70),
con gran variedad hospedadores dependiendo de la especie, algunas con potencial zoonosico,
siendo 7. trichuria la mas observada en personas y primates como chimpancés (Horton, 2014) y

babuinos (Eo et al., 2018).

Los huevos de Trichuris spp. son extremadamente resistentes, pueden permanecer infectantes
hasta 2 afios en condiciones adecuadas (Horton, 2014), y se caracterizan por su coloraciéon marron,
y forma de barril o limén con opérculos polares bien definidos (Fig. 9) (Appleton & White, 1989).
La cubierta externa estd compuesta de 3 capas (Wharton & Jenkins, 1978): una capa vitelina
externa (es la de menor grosor), otra intermedia compuesta por un complejo de quitina/proteinas
(la mas gruesa), y otra interna lipidica. Los opérculos o tapones en los extremos de los huevos
son una continuacion de la capa intermedia de quitina, aunque su composicion varia respecto al
resto de la membrana adyacente, y se observa un menor soporte estructural, lo que se identifico

como un posible “punto débil” (Appleton & White, 1989).

El ciclo bioldgico también es directo, sin hospedadores
intermediarios (Horton, 2014). Los huevos en el suelo tardan
un minimo de 2 semanas en desarrollarse en condiciones

Optimas, con elevada temperatura y humedad. Tras ser

ingeridos los huevos eclosionan en el intestino delgado y las

larvas 1 penetran y se fijan en la pared intestinal, donde

Fig. 9. Los huevos de Trichuris miden . . .
60 x 25 pum y tienen unos tapones | Posteriormente experimentan 4 mudas hasta llegar a su estadio

polares caracteristicos. adulto (Horton, 2014).

En un estudio realizado por Whitehead et al. (2022) se evalud el efecto de T. suis y 4. suum en la
ganancia de peso de cerdos entre 0 y 14 semanas, observandose que 7. suis provocaba una
disminucion mayor que A. suum. Ademas del impacto econdmico también tiene importancia en
salud publica dado el potencial zoonodsico de algunas especies como 7. trichuria, T. suis y T.

vulpis (Yousuf et al., 2022).
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1.5. PROPAGACION DE HONGOS FILAMENTOSOS: MEDIOS DE CULTIVO

En el desarrollo de estrategias de control biologico basadas en el empleo de ciertas especies de
hongos filamentosos, una parte importante de las investigaciones se han centrado en la produccion
de cantidades elevadas de esporas para poder afrontar diferentes situaciones, protocolos,
regimenes de cria de animales, etc. (Freiria, 2020). La mayoria de las soluciones se han basado
en el empleo de medios de cultivo so6lidos a base de agar suplementado con cereales, siendo mas
reciente la utilizacion de medios liquidos (Arias et al., 2013). En la 0ltima década se ha
demostrado la eficacia diferentes medios de cultivo liquidos para la obtencion de cantidades
elevadas de esporas de M. circinelloides o D. flagrans (Rodriguez-Sierra, 2017; Hernandez, 2019;

Freiria, 2020).

Recientemente, se ha empezado a considerar la posibilidad de reciclar subproductos alimentarios
en la produccion de esporas (Hamdi et al., 2022; Kumar et al., 2025), como por ejemplo el aceite

de cocina usado (Vifiolo, 2025).

1.5.1. Aceite usado de cocina

El aceite de cocina usado (ACU) es un subproducto del proceso de freir alimentos en grasas o
aceites. Este tipo de desecho se genera principalmente en cocinas, industrias alimentarias y
hogares como resultado de la preparacion de alimentos, y debido a que es insoluble en agua,

representa un contaminante ambiental (Olu-Arotiowa et al., 2022).

El manejo de este residuo (se denomina residuo cuando se elimina sin tratamiento, y subproducto
si se somete a algun tratamiento) presenta desafios importantes para los sistemas de recoleccion
y transporte, ya que el aceite usado generalmente se encuentra en estado liquido a temperatura
ambiente. Si no se gestiona adecuadamente, puede terminar en el sistema de alcantarillado y

diversas masas de agua, causando ain mas dafios al medio ambiente.

La mayor parte del aceite de cocina usado proviene de restaurantes y otros productores de la
industria alimentaria. Las tuberias y mecanismos de desagiie domésticos no estan disefiados para
soportar grandes cantidades de grasas, aceites y restos grasos (FOGs), que pueden acumularse y
obstruirlos, provocando reflujo y posibles inundaciones (Olu-Arotiowa et al., 2022). Cuando se
desechan FOGs por los desagiies, no solo afectan a nivel doméstico, sino que también pueden

causar dafios en el sistema de alcantarillado municipal, generando atascos graves con el tiempo.

Todas las formas de desechar los ACU supone un riesgo ambiental variable, tanto los métodos
industriales, por ejemplo: el vertido al mar de los aceites, como los métodos domésticos, por

ejemplo: los pozos/estanques de residuos, suponen un riesgo variable al medio ambiente vy,
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especialmente en el caso de los métodos industrial, un gasto econémico considerable, por lo que
los métodos de reciclaje de estos ACU estan tomando mas interés, en este estudio usamos los

ACU como fuente de energia y carbono para los medios de cultivo de los hongos.

El aceite de cocina usado estd compuesto principalmente por triglicéridos, monoglicéridos y
diglicéridos, ademas de contener entre un 5% y un 20% en peso de acidos grasos libres, los cuales

se generan durante el proceso de fritura. (Olu-Arotiowa et al., 2022).

En el estudio realizado por Molokwu & Okpokwasili (1997) se emple6 un 1% de distintos tipos
de aceites como fuentes de carbono en los medios de cultivo de distintos hongos, incluyendo
mohos como Aspergillus jlavus, Aspergillus niger, Aspergillus sp., Penicillium sp. y Fusarium
sp. y un cultivo mixto de distintas levaduras unicelulares: Saccharomyces sp., Candida sp. y
Hansenula sp. Se observo un crecimiento notable en todos los grupos, al medir el peso en seco

del micelio.

En otro estudio realizado por Papanikolaou et al. (2011) se emplearon 15g/1 de aceite de oliva
usado para realizar los medios de cultivo de cinco cepas de Aspergillus y una de Penicillium,
obteniéndose un aumento elevado de la produccion de biomasa, a pesar de emplearse condiciones

con cantidades limitadas de carbono.

En una investigacion reciente se ha demostrado la utilidad de afadir diferentes concentraciones
de ACU a medio de cultivo liquido para la produccion de esporas de M. circinelloides (Viiolo,

2025).
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2. OBJETIVOS

Teniendo en cuenta los antecedentes descritos, se plante6é un estudio para alcanzar los objetivos

siguientes:

1.- Analizar de forma comparada el antagonismo de Trichoderma atrobrunneum,
Mucor circinelloides y Clonostachys rosea sobre los huevos del nematodo Ascaris

suunit.

2.- Examinar el desarrollo de 7. atrobrunneum en cultivos con aceite de cocina

usado.

3.- Determinar la actividad parasitofaga de T. atrobrunneum, cultivado con aceite de

cocina usado, sobre huevos de agentes responsables de saprozoonosis.

4.- Establecer la utilidad de afiadir aceite de cocina usado para la propagacion de

hongos parasitofagos empleados en el control bioldgico de parasitos en el suelo.
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3. MATERIAL Y METODOS

En el disefio experimental del presente estudio se consideré una prueba para delimitar en el tiempo
la actividad antagonista de 7. atrobrunneum en condiciones conocidas, comparandola con otros

hongos parasitofagos (M. circinelloides, C. rosea).

A continuacién, se desarrolld otra prueba para analizar la actividad antagonista de 7.
atrobrunneum sobre huevos de helmintos, con la particularidad de que el hongo se propagd en

medio de cultivo sélido con diferentes concentraciones de ACU.

Finalmente, la tercera prueba consistié en evaluar el rendimiento del empleo de un medio de
cultivo liquido con diferentes concentraciones de ACU, para el desarrollo (produccion de esporas)

de T. atrobrunneum.

El desarrollo de las pruebas experimentales descritos en este estudio requirié mas de 210 horas

de dedicacion en el laboratorio.

3.1. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

En el presente trabajo se emplearon medios de cultivo solidos (con y sin ACU), y liquidos con

ACU.

3.1.1. Medio solido sin ACU.

Se prepard un medio de cultivo s6lido a base de 100 mL de

agua destilada, 2.5 g de trigo y 2.5 g de agar. Una vez
mezclados, se esterilizd el medio en autoclave a 121°C
durante 20 min, y todo el proceso dur6 alrededor de una

hora y media.

Cuando la temperatura del medio descendi6 a 40-50°C, en
una camara de flujo laminar con llama (mechero Bunsen)
se vertio en placas Petri hasta completar 2/3 del volumen

aproximadamente, y se dejo solidificar (Fig. 10). Todo este

proceso se realizé con guantes y se empled alcohol al 70%

para desinfectarlos de forma regular, para evitar | Fig. 10. El medio de cultivo esterilizado
. ) . se vierte en placas Petri dentro de la
contaminaciones secundarias. camara de flujo laminar
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En total se acondicionaron 12 placas, cuatro para el cultivo de cada hongo, T. atrobrunneum, M.
circinelloides y C. rosea. La siembra se llevo a cabo colocando en cada placa un inserto de
alrededor de 2x2 cm, obtenido de placas madre de cada especie de hongo (una placa madre es

aquella en la que se ha desarrollado el hongo al menos 3 semanas después de su siembra).

3.1.2. Medio solido con ACU.

Se mezclaron 100 mL de agua destilada, 2.5 g de levadura de trigo, 2 g de agar comestible (Porto-

Muifios®, A Corufia) y cinco cantidades diferentes de ACU (Tabla 1).

GRUPO COMPOSICION

0% Aceite .
100ml de agua + 2.5 g de trigo

(testigo)
1% Aceite 99ml de agua + 1ml de aceite + 2.5 g de trigo
2% Aceite 98ml de agua + 2ml de aceite + 2.5 g de trigo

5% de aceite 95ml de agua + Sml de aceite + 2.5 g de trigo

10% aceite 90mL de agua + 10mL de aceite + 2.5 g de trigo

Tabla 1. Se prepararon medios de cultivo sélidos con diferentes proporciones de ACU para evaluar

el antagonismo de 7. atrobrunneum frente a huevos de Trichuris sp.

Como se menciond en el apartado anterior, los medios se esterilizaron en autoclave (121°C/20
min), y cuando enfriaron (40-50°C), se vertieron en placas Petri hasta cubrir aproximadamente
dos tercios o la mitad de la altura de la placa. Posteriormente, se introdujo un inserto de
aproximadamente 2x2 ¢cm de T. atrobrunneum (recortado de una placa madre) en cada placa. En

total, se prepararon 6 placas por cada grupo considerado.

3.1.3. Medio liquido con ACU.

Para analizar el desarrollo de T. atrobrunneum y compararlo al de Mucor circinelloides, se
prepararon medios liquidos con cuatro porcentajes distintos de aceite, y dos réplicas para cada
uno. Se empleo trigo como fuente de carbono y energia, al que se le afiadieron 100 mL de una

mezcla compuesta por agua destilada y ACU (Tabla 2).
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GRUPO COMPOSICION
0% Aceite (testigo) 100ml de agua + 2.5 g trigo
1% Aceite 99ml de agua + 1ml de aceite + 2.5 gramos de trigo
2% Aceite 98ml de agua + 2ml de aceite + 2.5 gramos de trigo
5% de aceite 95ml de agua + 5ml de aceite + 2.5 gramos de trigo

Tabla 2. El desarrollo de M. circinelloides y T. atrobrunneum se evalué en medios con diferente

riqueza en ACU.

El aceite usado (ACU) se obtuvo de una freidora doméstica, tras unos 4-5 usos. Una vez
preparados los medios de cultivo, se introdujeron en el autoclave para su esterilizacion, junto con
el resto de los instrumentos (espatulas, puntas de pipeta, etc.) que fueron empleados. Este proceso

consistio en exponerlos a 121°C durante 20 min, como se ha indicado previamente.

Cuando el material disminuy6 de temperatura, y con objeto de trabajar en condiciones estériles
para evitar la contaminacion de los distintos cultivos, se trabajo en una camara de flujo laminar
con llama (mechero Bunsen), ademads, debemos emplear guantes y utilizar alcohol 70% para

desinfectar los guantes regularmente por la misma razon.

3.2. OBTENCION DE HUEVOS DE HELMINTOS

En la presente investigacion se evaluo la actividad parasiticida de hongos filamentosos frente a

huevos de los helmintos Ascaris suum, Toxascaris leonina y Trichuris sp.

3.2.1. Aislamiento de huevos de A. suum, T. leonina 'y Trichuris sp.

Para evaluar la posible actividad parasiticida de los hongos sobre huevos de parasitos de interés
veterinario y salud publica, se recogieron heces de babuinos () y linces (Lynx [inx) mantenidos en
el parque zoolodgico “Marcelle Natureza” (Outeiro de Rei, Lugo), y de lechones criados en la
granja de PRODEME (Monforte de Lemos), organizacion sin animo de lucro que se dedica al

cuidado de adultos con discapacidad intelectual.

En primer lugar, se analizaron muestras de los animales indicados mediante la técnica de
flotacion en solucion salina saturada, que hace posible la deteccion de ooquistes y quistes de
protozoos, y de huevos de nematodos gastrointestinales, en base a la utilizacion de una solucién

saturada de cloruro sédico (p= 1.2 g/cm?). Se emplean soluciones de alta densidad que permiten
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que los elementos parasitarios, menos densos, floten y puedan ser recolectados en la superficie

del liquido. Se utilizo el protocolo siguiente:

1. Colocar 3 g de heces en un recipiente, anadir 42 mL de agua destilada y

homogenizar completamente la muestra.

2. Filtrar la solucidn a través de un tamiz con una malla de 0.150 mm de diametro de

poro para eliminar las particulas de mayor tamafo y restos de materia orgénica.
3. Distribuir el filtrado en tubos de 12 mL.
4. Centrifugar los tubos a 3000 revoluciones por minuto (rpm) durante 5 minutos.

5. Retirar con cuidado el sobrenadante de cada tubo, dejando el sedimento en el

fondo, ya que aqui se encuentran los huevos concentrados.

6. Rellenar con solucion salina saturada, homogenizando el contenido para que se

visualice correctamente al microscopio.

7. Esperar un par de minutos para permitir que los huevos asciendan a la superficie

de la solucion.

8. Con ayuda de una pipeta Pasteur desechable, rellenar las dos partes de una camara

de McMaster y visualizar al microscopio (4-10X).

En este caso, el analisis de las muestras de heces de babuinos resulté en la observacion de 40
huevos de 4. suum, 10 de T. leonina, y 25 de Trichuris sp. en la camara de McMaster, y como el
factor de conversion es de 50 cuando se analizan 3 g de heces, el nimero total fue de 2000, 500
y 1250 huevos/g de heces (HPG), respectivamente. Con el fin de incrementarlo, el paso siguiente

consistié en concentrar estas formas parasitarias.

3.2.2. Concentracion de huevos de A. suum, T. leonina 'y Trichuris sp.
La concentracion de huevos, aunque similar al proceso de flotacion, tiene como objetivo
incrementar la concentracion sin que, obviamente, experimenten dafios o alteraciones,

manteniéndose viables hasta su empleo. En este estudio se aplico el protocolo siguiente:

1. Pesar 3 g de heces y mezclar con 42 mL de agua (o una proporcion equivalente

como 6 g de heces y 84 mL de agua).
2. Tamizar con malla de 150 um y colocar el filtrado en tubos de vidrio.

3. Centrifugar a 3000 rpm durante 5 min.
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4. Eliminar el sobrenadante, rellenar con solucion salina saturada y homogenizr la
muestra.
5. Centrifugar (a 3000 rpm/5 min).

6. Recuperar con una pipeta aproximadamente 2 mL de la zona mas superficial de
cada tubo, con cuidado de no mezclar de nuevo la muestra, ya que la solucioén salina

habra hecho que estos asciendan, y pasar a un tubo limpio.

7. Afadir agua a los nuevos tubos, homogeneizar y centrifugar (a 3000 rpm/5 min)

para eliminar los restos de la solucion salina.
8. Eliminar el sobrenadante hasta dejar aproximadamente 1 mL en cada tubo.

9. Repetir los lavados (pasos 7 y 8) otras dos veces. De este modo se eliminan los

restos de solucion salina, que pueden provocar la rotura de los huevos.

Para determinar el n° de huevos/mL, se colocaron 25 pL. del concentrado entre un portaobjetos y
un cubreobjetos de vidrio, y se examinaron al microscopio (4-10X). El recuento obtenido se

multiplico por 40 para obtener el n° total de huevos por mL:

1000uL en 1 ml
25uL examinados

x huevos observados = 40 x huevos observados = huevos/mL muestra

Se decidié emplear 150 huevos de cada helminto en cada placa, procediendo a la estimacion del

volumen de solucion concentrada de huevos que seria necesaria:

) Huevos sembrados en cada placa(150)
mL empleados en la siembra =

Huevos/mL

El 4rea donde se depositaron los huevos se demarco con rotulador permanente en la case de la

placa, para facilitar su futura visualizacion bajo el microscopio.

3.3. EVALUACION DE ACTIVIDAD PARASITICIDA SOBRE HELMINTOS

Para determinar el efecto de 7. atrobrunneum sobre huevos de helmintos, en presencia de ACU,

se disefiaron dos pruebas en placas Petri.
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3.3.1. Antagonismo de 7. atrobrunneum, M. circinelloides y C. rosea.

Esta primera prueba se realizo en ausencia del aceite, y se estableci6 la cronologia de la actividad,

comparandola con la de otros dos hongos filamentosos, M. circinelloides y C. rosea.

Como se indicé anteriormente, en 12 placas Petri con agar-trigo sembradas con los hongos
sefalados (cuatro por cada hongo), se dispusieron 150 huevos de A. suum. Dos veces por semana,
durante un periodo de ocho semanas, se examinaron las placas para evaluar si se desarrollaba el

micelio, si las hifas se adherian a los huevos, qué efecto ejercian, etc.

El andlisis del efecto de los hongos sobre los huevos de diferentes helmintos en placas Petri
consistio en la evaluacion de >100 huevos/placa, y los resultados se expresaron en porcentajes.
Los huevos se clasificaron en no viables y viables, en funcién de la integridad de la cubierta,
presencia de todas las estructuras (tapones polares), o de vacuolas en el citoplasma (Hernandez,

2019; Vifiolo, 2025).

3.3.2. Actividad de T. atrobrunneum en presencia de ACU.

En esta segunda prueba se utilizaron placas con agar-trigo y ACU, que se sembraron con 7.
atrobrunneum, y se afiadieron huevos de T. leonina 'y Trichuris sp., que se obtuvieron previamente
de heces de babuinos (Papio hamadryas) y de linces (Lynx lynx) recogidas en el parque zooldgico
Marcelle Natureza (Outeiro de Rei, Lugo). En concreto, se prepararon seis placas para cada

helminto, y se depositaron 150 huevos en cada una.

3.4. PROPAGACION DE T. atrobrunneum EN MEDIO LIQUIDO CON ACU

Con objeto de conocer el rendimiento de medios con ACU para la obtencion de esporas de T.
atrobrunneum, se utilizaron medios con 0% (testigo), 1%, 2% y 5% ACU. Ademas, se desarrolld

en paralelo otro ensayo idéntico, pero con M. circinelloides, para comparar los resultados

Cada medio fue inoculado con 500 pL de un cultivo liquido (madre) de los respectivos hongos
con 10° esporas/ml para iniciar el desarrollo. Tras un periodo de incubacion de dos semanas, se
extrajeron 10 uL de los recipientes para evaluar la concentracion de esporas, que se realizd con
ayuda de una camara de Neubauer, se realizo una dilucioén 1:9 (una parte del medio y nueve

partes de agua destilada), con el objetivo de facilitar el recuento.
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Recuento de esporas:

Se emplea la camara de Neubauer, un dispositivo de recuento celular que permite determinar la

concentracion de esporas en una suspension.

-Carga de la muestra en la cAmara

Se coloco un cubreobjetos sobre la camara de Neubauer y posteriormente se depositaron
10 pL de la suspension de esporas con una micropipeta por capilaridad, tras esperar un par

de minutos para que se asentaran las esporas se hizo el recuento.

-Recuento de Esporas en el Microscopio

Se examino la camara de Neubauer en el microscopio a 40X.
El recuento se realizd observando los cuadrantes de mayor
tamafio tienen una superficie de 0.01cm? y se subdividen a su

vez en 16 cuadrados pequeiios. En la figura 11 se observan las

esporas de M. circinelloides en uno de estos 16 cuadrados.

Fig. 11. Esporas de M. circinelloides a 20X.

-Calculo del n° de esporas/mL

Tras el recuento se calculd el numero de esporas por mL, multiplicando el nimero de
esporas obtenidas por 10°: este calculo proviene de que la profundidad de la cAmara es de

0.1 mm (0.01 cm), y de que la superficie de recuento es de 0.01 ¢cm? por lo que:
0.01 ¢m (altura) x 0.01 cm? (superficie de recuento) = 0.0001 ¢cm? de volumen evaluado.

0.0001 cm?® = 0.0001 mL = 0.1 pul de volumen evaluado.

1 mL=1000 pl, por lo que se multiplica el namero de esporas observadas por 10*. Teniendo

en cuenta el factor de dilucion 1:9, se multiplico por 10 este resultado: 10 x 10* = 10°.

3.5. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Con las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y de Levene se determind que los datos recabados no
seguian una distribucion normal (P< 0.05), de modo que se procedio a la utilizacion de las pruebas
no paramétricas Kruskal-Wallis, considerando significacion si P< 0.05. Los recuentos de huevos

se expresaron como porcentajes, con el intervalo de confianza al 95% (IC 95%).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EFECTO ANTAGONISTA FRENTE A HUEVOS DE A. suum

Como se explico en el apartado 3.2.1., se estudi6 el efecto de T. atrobrunneum sobre los huevos
del nematodo A. suum, comparandolo con el de M. circinelloides y el de C. rosea, en placas con
medio agar-trigo. En la Figura 12 se puede comprobar que se establecieron diferencias minimas
ente las distintas especies, localizandose en una actividad un poco mas precoz con Clonostachys
en las fases de desarrollo de hifas y de adherencia a la cubierta de los huevos de A. suum; no se

detectaron diferencias entre 7. atrobrunneum'y M. circinelloides.

- N

Dia 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

m Desarrollo m Adherencia m Penetracion W Alteracion del contenido ' Destrucciéon de embrién

Fig. 12.- Los hongos T. atrobrunneum, M. circinelloides y C. rosea ejercieron antagonismo sobre los huevos de A.
suum, que resulté muy similar entre los tres, y en especial entre Trichoderma y Mucor.

A los 30 dias, el porcentaje de huevos de A. suum con alteraciones irreversibles resultd del 63%
(IC 95%: 50-75) con T. atrobrunneum, 66% (51-81) con M. circinelloides, y 54% (41-67) con C.
rosea. Al final del estudio (dia 60), se obtuvieron unos porcentajes de huevos con dafios
permanentes del 71% (IC 95%: 60-72) con T. atrobrunneum, 74% (63-85) con M. circinelloides,
y 63% (54-72) con C. rosea. No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre

los tres hongos (¥*= 0.985, P=0.842).

Estos resultados confirman que los tres hongos parasiticidas ejercen un efecto ovicida de tipo 3
de acuerdo con la clasificacion de Lysek er al. (1982), puesto que las hifas de cada uno fueron
capaces de adherirse a la cubierta de los huevos del nematodo, penetrarla y asimilar su contenido

interno (Figura 13). En investigaciones previas se ha demostrado que la pulverizacion de esporas
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de M. circinelloides sobre heces de suidos que eliminaban huevos de A. suum resultd en una
reduccion de la viabilidad de estos huevos del 53%, por un 60% cuando se administraron las

esporas por via oral a los animales (Cortifas et al., 2015).

T. atrobrunneum M. circinelloides C. rosea

Fig. 13.- Los huevos de A. suum resultaron dafados de forma irreversible tras la exposicion a los hongos T.
atrobrunneum, M. circinelloides y C. rosea.

Mas recientemente, Diaz (2024) sefiald que el hongo C. rosea desarrollaba fundamentalmente un
efecto ovistatico (de inhibicion del desarrollo) sobre los huevos de 4. suum, y que con T.
atrobrunneum se alcanzaba un efecto ovicida moderado (30%) a los 45 dias de exposicion. Es
importante tener en cuenta que este estudio se realizé en medio liquido, mientras que el presente
se llevo a cabo en placas Petri con agar-trigo, lo que favorece el desarrollo de micelio (Figura 6),
y con ello la actividad antagdnica sobre los huevos del nematodo. Vifia et al. (2020) pulverizaron
esporas de 7. atrobrunneum y de C. rosea sobre heces de suidos parasitados por 4. suum, y

consiguieron reducir la viabilidad de los huevos en mas del 66%.

4.2. EFECTO OVICIDA DE T. atrobrunneum EN PRESENCIA DE ACU

4.2.1. Sobre huevos de 7. leonina.

En todas las placas con ACU se observo que 7. atrobrunneum se desarrollaba y crecia hasta
identificarse micelio y esporas, pero se aprecié una especie de “moteado” en lugar de un

desarrollo uniforme a lo largo de toda la placa (Fig. 14).

Fig. 14.- El crecimiento de T. atrobrunneum en presencia de ACU siguié un patrén “moteado”.
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En la Figura 15 se muestra la cronologia de la actividad de T. atrobrunneum sobre los huevos de
T. leonina en placas con diferentes concentraciones de ACU. El patrén fue muy similar en las
placas con 1-5% de aceite, y también muy parecido al testigo (sin ACU). Se detectaron diferencias
con la proporcion mas elevada (10%) de ACU (x*= 7.098, P= 0.009). En un Trabajo de Fin de
Grado defendido en este mismo afio (Vifiolo, 2025) se demostrd que M. circinelloides tiene un
desarrollo muy similar en ausencia de ACU y con aceite hasta el 5%; sin embargo, con aceite al
10% se ralentiza significativamente el crecimiento del hongo. En el presente estudio, el

crecimiento de 7. atrobrunneum también se ralentizo al sembrarlo en placas con ACU al 10%.

P — R
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H Desarrollo m Adherencia = Penetracion B Alteracion del contenido ' Destruccion de embrién

Fig. 15.- La adicién de aceite al medio de cultivo sélido no causé importantes diferencias en la actuacion de
T. atrobrunneum salvo cuando se alcanzé una proporcion del 10%.

Los resultados de las placas con ACU al 1 y 2%
fueron muy similares a los de las placas testigo (sin
aceite); en las placas con ACU al 10% se observaron
las menores reducciones. En este experimento se
confirm6 una vez mas que 7. atrobrunneum ejerce un

efecto ovicida de tipo 3 sobre los huevos de T.

leonina, penetrando y alimentandose de su contenido

o interno. Este efecto se comprobd claramente en
Fig. 16.- Hifa (H) de T. atrobrunneum adherida . .
y penetrando la cubierta de un huevo del | Medios con porcentajes de hasta el 5% de ACU, como

nematodo T. leonina.

se puede observar en la Figura 16.
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Cada semana durante un periodo de 6 semanas, se evalu6 la actividad ovicida de T. atrobrunneum
sobre huevos de 7. leonina en placas con agar-trigo y aceite a distintos porcentajes (0, 1,2, 5y
10%; Fig. 17). La viabilidad de los huevos disminuy0 a lo largo del experimento, encontrandose
los valores mas elevados de reduccion a las 6 semanas de exposicion al hongo. Se establecieron
diferencias estadisticamente significativas entre los resultados con ACU al 10% y el resto de

medios (3>= 6.413, P=0.015).
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Fig. 17.- Dindamica de la reduccidn de viabilidad de huevos de T. leonina expuestos a T. atrobrunneum
en placas con agar-trigo y diferentes concentraciones de ACU.

Ademas de adherirse a la cubierta, también se observo que su integridad se iba perdiendo con la

exposicion a T. atrobrunneum (Fig. 18).

Fig. 18.- Hifas de T. atrobrunneum adheridas y penetrando la cubierta de huevos de T. leonina (izda.),
que van perdiendo su integridad incluso en medios con ACU.




4.2.2. Sobre huevos de Trichuris sp.
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Tras la siembra de T. atrobrunneum en placas con agar-trigo y distintos porcentajes de aceite, y

la adicion de huevos de Trichuris sp., se comprobo que el comportamiento era muy parecido en

las placas testigo y en aquellas que tenian hasta el 5% ACU (y*= 21.538, P=0.008) (Fig. 19).
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Fig. 19.- Efecto de T. atrobrunneum sobre huevos de Trichuris sp. en placas con agar-trigo y aceite a

El efecto ovicida de T. atrobrunneum se desarrolld casi sin diferencias en placas sin ACU

(testigos) y con aceite hasta el 2% (Fig. 20), superando el 50%, es decir, mas de la mitad de los

huevos de Trichuris sp. con alteraciones irreversibles que afectan a su supervivencia, y a su

infectividad (capacidad de infectar organismos).
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atrobrunneum en placas con agar-trigo y diferentes concentraciones de ACU.

Fig. 20.- Dinamica de la reduccion de viabilidad de huevos de Trichuris sp. expuestos a T.
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En presencia de aceite al 5%, la reduccion de la viabilidad fue inferior, y mucho mas cuando la

concentracion alcanzé el 10%, detectandose porcentajes de disminucion de la viabilidad por

debajo del 20%. Se comprobaron diferencias entre las placas con ACU al 10% y el resto (3°=

6.004, P=0.033). En la Figura 21 se puede apreciar que en medios con concentraciones de aceite

de hasta el 5%, T. atrobrunneum es capaz de crecer e incluso de producir gran cantidad de esporas.

agar-trigo y ACU al 5%. En el centro se pueden ver numerosas esporas (EE).
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Fig. 22.- En el huevo inferior se observa hifa (H) de T.
atrobrunneum penetrando el tapén polar de Trichuris sp.
(dcha.). También se aprecian vesiculas (V) de tamafio
anormalmente aumentado.

También es posible apreciar la alteracion

del contenido interno del huevo de
Trichuris sp., dando lugar a la formacion de
vesiculas citoplasmaticas asimétricas, de

tamaifio superior al normal (Fig. 22).

Una vez que las hifas de 7. atrobrunneum
penetran en el interior del huevo de
Trichuris, ingieren el contenido interior y
finalmente se multiplican, lo que explica
que en ocasiones se encuentren numerosas

esporas (Fig. 23).

>

_ h -
Fig. 23.- Huevo de Trichuris sp. sin uno de los tapones polares

(izda.), con el
presencia de esporas en el interior.

contenido completamente desorganizado y




36

4.3. PROPAGACION DE 7. atrobrunneum EN MEDIO LiQUIDO CON ACU

En esta ultima prueba se evalud la capacidad de desarrollo de T. atrobrunneum en un medio

liquido con diferentes concentraciones de ACU. Como se refleja en la Figura 24, se aprecio que

el hongo colonizaba la capa lipidica, llegando incluso a detectarse crecimiento vertical de hifas.

Fig. 24.- La siembra de medio de cultivo liquido con diferentes concentraciones de ACU favorecio el crecimiento
del micelio de T. atrobrunneum. A la izquierda observacion macroscopica, notandose el crecimiento de hifas
incluso en vertical, y a la derecha imagen microscépica (20X).

La adicion de aceite usado al medio de cultivo liquido increment6 la produccion de esporas con

la concentraciéon mas baja empleada (1%), y a continuacion, aunque se alcanzaron valores

elevados, se observo un descenso gradual con un efecto inversamente proporcional (Fig. 25).
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Fig. 25.- Produccion de esporas en medios con ACU.
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Se demostraron diferencias estadisticamente significativas a partir de la adicion de ACU al 2%
(= 20.052, P=0.001). Estos resultados resultan coinciden, en parte, con los presentados por
Vifiolo (2025), quien sefiald que el nimero de esporas de M. circinelloides disminuia cuando se

empleaban concentraciones de ACU superiores al 2%.

Es importante sefialar que el recuento en medios liquidos con aceite entrafia una elevada
dedicacion temporal, dado que, al realizarse bajo microscopio, las microgotas de agua y aceite
que se forman complican extraordinariamente la identificacion y recuento de las esporas (Fig.

26). Incluso se han observado en ocasiones esporas en el interior de las microgotas (Fig. 27).

Fig. 26.- El recuento de esporas (E) en medios con ACU es | Fig. 27.- En medios liquidos con ACU se observan
farragoso y arduo, debido a que se forman microgotas (MG) | esporas (E) de T. atrobrunneum en el interior de
de agua y aceite que impiden la visualizacién correcta bajo | microgotas de aceite o de agua (40X).

microscopio (20X).

4.4. INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la presente investigacion se ha tratado de demostrar la utilidad de reciclar un subproducto que
se encuentra ficilmente en gran parte de hogares, orientdndolo hacia una nueva aplicacion que
auna otro beneficio singular, el control preventivo de algunas infecciones parasitarias que estan
intimamente relacionadas con la presencia de formas infectantes en el suelo, y que pueden afectar
a animales y personas sin requerirse el contacto directo con hospedadores animales infectados, y

que se denominan saprozoonosis.

Con el disefio de esta investigacion se ha procurado, en primer lugar, presentar datos novedosos
acerca de la utilidad de una especie de hongo filamentoso, 7. atrobrunneum, de la que se dispone
de conocimiento acerca de su empleo frente a fitopatdgenos e incluso a otras especies de hongos,
pero que su aplicacion veterinaria no ha sido muy refrendada hasta la fecha. De este modo, es
importante tener en cuenta, aunque no se trate del objeto de este Trabajo de Fin de Grado, que se

contribuye a la idea One Health puesto que los resultados presentados hacen posible considerar
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la utilidad del empleo de organismos que tengan actividad antagonista frente a patogenos de

especies vegetales y animales, mejorando la calidad del medio en términos de riesgo de infeccion.

En segundo lugar, la adicion de aceite usado para el cultivo de 7. atrobrunneum viene a completar
un poco mas la informacion detraida previamente de las posibilidades de propagacion de otra
especie filamentosa de gran actividad parasitéfaga, M. circinelloides (Vinolo, 2025), y resulta
muy interesante desde el punto de vista del enriquecimiento de medios de cultivo para alcanzar
rendimientos optimos en la produccion de esporas, que suelen constituir la base de la mayoria de

las estrategias de control biologico de parasitos mediante hongos filamentosos (Zhu et al., 2017).

En tercer lugar, y relacionado con las posibilidades de economia circular, resulta indudable que
el presente Trabajo se disefio para conseguir informacion sobre algunos aspectos relacionados
con el empleo de hongos filamentosos para el control de agentes etiologicos de saprozoonosis, y
que no hubo tiempo para ahondar en la circularidad, pero si de demostrar que es una opcion muy
prometedora a tener en cuenta (Wikandari et al., 2022). Ademas, se abre una via que seria muy
interesante explorar en un futuro inmediato, que consiste en determinar el efecto del cultivo de
los hongos parasitofagos en la composicion del aceite usado, en términos de su mas que probable
aprovechamiento para transformar algunos componentes en otros aprovechables para la
alimentacion animal, o simplemente convertir un subproducto en un producto carente del riesgo
ecoldgico que puede suponer, asi como de numerosas alteraciones que provoca su eliminacion

inadecuada, como se ha destacado en la Introduccion.

Por ultimo, destacar que esta Memoria constituye un Trabajo de Fin de Grado en una linea de
investigacion muy atractiva y prometedora porque ofrece una visidon un poco diferente y
sostenible de las posibilidades futuras (proximas) para el control de infecciones en el suelo, que

entrafa indudablemente una estrategia preventiva muy necesaria para el sector agroganadero.



5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio sustentan las siguientes conclusiones:

1.- El hongo filamentoso Trichoderma atrobrunneum es capaz de realizar una
notable actividad ovicida sobre los huevos de 4. suum, similar al que ejerce Mucor

circinelloides y superior al de Clonostachys rosea.

2.- Tanto en medios so6lidos como liquidos suplementados con aceite de cocina
usado, 7. atrobrunneum se desarrolla de forma completamente satisfactoria, e

incluso produce cantidades elevadas de esporas.

3.- La actividad parasitéfaga de T. atrobrunneum es elevada y no varia si se propaga
en medios con un maximo de ACU al 5%, disminuyendo si se emplean

concentraciones superiores.

4.- Se recomienda la adicion de aceite de cocina usado a medios de cultivo liquidos
para la produccion de esporas de 7. atrobrunneum, pero deben utilizarse

concentraciones similares o inferiores al 5%.
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