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1. RESUMEN

La economia de nuestro pais esta principalmente integrada por las actividades
agricolas y ganaderas, en este sentido se debe tomar medidas para que mejoren
estos sistemas; una de las mayores limitantes para cumplir este objetivo en cuanto
a ganaderia se refiere, son las parasitosis por helmintos que generan en promedio
un 50% de pérdidas en lo que a produccion ovina se refiere; Esto se debe a que
los tratamientos empleados carecen de efectividad ya que su uso indiscriminado
ha generado resistencia a los anti-helminticos, contaminacion, presion de
seleccién desencadenandose un proceso negativo en cadena. El objetivo de este
trabajo fue evaluar la actividad de 6 cepas de hongos aislados de suelo de semi-
paramuno (Nemocon) Cundinamarca, frente a un pull de huevos de nematodos
parasitos naturales de ovinos. El modelo animal elegido y los ejemplares de los
mismos se encuentran ubicados en el Centro de Investigacién, Desarrollo
Tecnologico y Extension Ovina (CIDTEO) que hace parte del centro agropecuario
(MARENGO) de la Universidad Nacional De Colombia.

Palabras clave: Nematodos, Hongos, Antihelminticos, resistencia.
Estudiante: Juan Felipe Marin Grajales.

Docentes: Martha Lucia Posada Buitrago; Jimmy Jolman Vargas Duarte.
Fecha: Abril 2019.

Institucién: Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.



2. INTRODUCCION

La produccidon ovina en Colombia ha tenido gran importancia desde que los
primeros ejemplares fueron importados de varios lugares del mundo como &frica y
Europa, desde entonces han acompafado al productor agropecuario ofreciendo
sustento para las familias y las comunidades en la que este tipo de ganaderia
tiene influencia; La poblacibn mas significativa se agrupa en los siguientes
departamentos; Guajira que aporta al inventario ovino un (29.5%) Boyaca
(11,12%), Norte De Santander (10.8%), Magdalena (9,11%), Sucre (7.5%),

Cordoba (7,23%), Cundinamarca (6,54%), Cesar (6,05%), Santander (4,0%),
Tolima (3,52%), Casanare (2,38%) y Sucre (2,25%), es clave decir que el
inventario ovino se encuentra sub estimado en el pais. La explotacién ovina en
Colombia en ultimos afios ha venido en aumento gracias al potencial econémico
gue posee esta actividad en comparacion con el ganado bovino (el mas explotado

actualmente) y por el valor nutritivo de los productos secundarios @
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Fig. 1 Censo ovino en Colombia 2017 Elaborado por la direccién
técnica vigilancia epidemiolégica: poblacion total 1.449.705 ovinos

Los ovinos proporcionan productos de gran importancia como lo es la carne, leche
y lana, que son fundamentales para las familias que viven de y para los ovinos,
sin olvidar que ayudan a cumplir las necesidades caldricas diarias de los
habitantes ®. La materia fecal de estos animales puede aprovecharse para la
produccion de fertilizantes organicos disminuyendo los costos y el desgaste del



suelo, en lugares donde aparte del pastoreo la agricultura juega un papel

importante.

En el campo agropecuario los parasitos que afectan al ganado ovino son muy
comunes, debido a las condiciones ambientales donde se realiza su crianza. Para
contrarrestar estos efectos se utiliza como método de prevencion medicamentos
antiparasitarios, que por lo general no son dosificados correctamente en los
animales, lo cual induce a que los parasitos estimulen el fendbmeno de resistencia.
A lo anterior se suma que estas sustancias quimicas causan problemas en la
salud humana y al medio ambiente, generando inconvenientes econdmicos y de
salud para los productores agropecuarios y usuarios directos e indirectos de estos

productos ©.

Se ha visto que la productividad de los ovinos no ha llegado al 6ptimo rendimiento
debido a las efectos dafinos que los parasitos gastrointestinales y la generacion
de resistencia ocasionan en los pequefios rumiantes, los cuales se reflejan en su
bajo rendimiento, debido a que las infecciones de manifestacion sub-clinica
pueden generar pérdidas del orden de 40% en ganancia de peso vivo de los
animales, lo cual estd asociado con una disminuciéon de ingestion calérica de
alimento que va de (6% - 30%) en corderos. La produccién de leche se ha
reportado que puede disminuir en un 40%, y la lana hasta en 15%.En casos

graves de parasitosis la mortalidad llega hasta un 50% del total de la poblacién®.

Para el tratamiento de las parasitosis se han buscado quimicos que logren
resolver la infeccién, de esta manera se sabe que los antihelminticos de uso
frecuente en los pequefios rumiantes son los agonistas nicotinicos,
benzimidazoles y avermectinas; Comercialmente el tratamiento se distribuye en

cinco familias:
(1) Imidazotiazoles
(Il) Tetrahidropirimidinas

(111) Benzimidazoles



(IV) Salicilanilidas
(V) Avermectinas

El uso de los antihelminticos provoca una letalidad en nematodos causantes de la
infeccion. Estudios confirman que estos parasitos evaden y toleran
concentraciones de Antihelminticos, lo que se conoce como resistencia; Este
fendmeno afecta el control de los paréasitos en las ovejas y por tanto la produccion
de este ganado, generando grandes pérdidas econdmicas y convierten a esta

situacién en un problema ©.

Con este trabajo se espera tener mas claro el papel que juegan los hongos en el
suelo y como podriamos usarlos para disminuir las parasitosis por helmintos en el
pequefio rumiante, junto a la busqueda de alternativas para devolver el equilibrio
que existe entre el huésped y el parasito ya que se conoce que estos helmintos
estimulan la inmunidad y resistencia genética de los corderos, por ello es
fundamental no intentar eliminarlos por completo como lo que se busca con los
controladores quimicos que estimulan la presion de seleccion, sino mantener un

equilibrio entre las partes involucradas®.

3. OBJETIVOS
[.OBJETIVO GENERAL

¢ Identificar hongos de suelo semi-paramuno con potencial biocontolador
sobre huevos de helmintos patégenos de ganado ovino.

ll. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Aislar hongos filamentosos de suelo semi-paramuno del

municipio de Nemocon Cundinamarca.



= Determinar el efecto de los hongos aislados sobre los huevos
de helmintos patégenos de ganado ovino mediante el
enfrentamiento de los huevos vs conidias obtenidas a partir de
filtracion.

» Identificar de manera molecular los hongos con mayor

potencial biocontrolador.

4. ANTECEDENTES

El uso de microorganismos antagonistas naturales ha sido ampliamente estudiado
en una gran cantidad de nichos. En cuanto el modelo animal ovino y los hongos,
se ha estudiado como actian algunos de ellos frente a los nematodos parasitos

del reino animalia y plantae. Los estudios mas relevantes son los siguientes:

Por ejemplo En este trabajo encontramos que la profilaxis y tratamiento de las
enfermedades causadas por los nematodos patégenos del ganado se puede
lograr utilizando enemigos naturales, en estudios como los de (Larsen et al. 1994,
1995, Yang et al. 2004 a, b) en los que propone la busqueda de tratamientos
diferentes a los quimicos debido a la importancia de desarrollar productos no
contaminantes aportando al desarrollo sostenible. Los productos derivados del
ganado tienen un significado extremadamente importante y por ello velar por su
inocuidad es fundamental para la cadena productiva. Los productos como la
carne, leche y lana podrian ofrecer mejor calidad al consumidor si su manejo se

hiciera de manera racional .

En el estudio realizado por (Andrade et al. en 1992), se efectué una
caracterizacion de los parasitos que mas afectaban a los ovinos en los municipios
de Chia, Cajica y Zipaquira, en la que se encontré que el género Haemonchus
spp fue el mas comun en la busqueda que fue realizada en los tres municipios del
departamento de Cundinamarca, con porcentajes de prevalencia de 51% para
Chia, 56,5 para Cajica y 57% para Zipaquira. Se observd que de 598 animales

muestreados, la susceptibilidad etaria mas marcada a los diferentes géneros de



parasitos encontrados, fueron los ovinos de menos de un afio y hembras

lactantes ©.

Los hongos no solo pueden ser utilizados como agentes de biocontrol, sino
también como bioestimuladores de diferentes procesos biologicos, en el estudio
realizado por (Liu et. al 1999 y Morton et al. 2004) describen que los hongos
nematofagos favorecen el crecimiento vegetal, en principio compitiendo por
nutrientes y por espacio en un biotopo determinado y en segundo lugar tienen un
papel importante en la biosintesis de sustancias estimulantes para las plantas.
Esto aporta informacion de como se desarrollan relaciones simbi6ticas entre ellos
y las plantas beneficiando la produccién de fito-hormonas que promueven el

desarrollo vegetal ©.

Los hongos siempre han sido utilizados por el ser humano desde el campo
industrial,en la medicina entre otros. En el estudio realizado por (Ahman et al
2002) se resalta la actividad nematicida que poseen diferentes tipos de hongos
contra diferentes especies de nematodos, lo que sugiere que al compartir espacio
en diferentes biotopos se estimula a los hongos para convertirse en depredadores

fendmeno natural que puede aprovecharse ©.

En algunos ensayos en los que se inhibié la funcion de algunos genes asociados a
actividad enzimatica de los hongos; Por ejemplo se resefia el estudio realizado
por (Ahman et al 2002; Yang et al. 2011) donde se evidencia que después de la
delecién de el gen de la (serin proteasa) enzima proteolitica importante en el
papel enzimético fangico, no habia atrapamiento de nematodos por el hongo
Arthrobotrys oligospora. Debido a que esta enzima es fundamental para el proceso
de predacion y en consecuencia la ausencia de esta no permite que se
desencadene el ataque por parte del microorganismo, debido que esta

Colagenasa, es crucial en el primer contacto hongo-nematodo “?.

Los hongos pueden ser utilizados en diferentes actividades, un ejemplo se
encuentra en el estudio realizado por (J. Walleret et al. en 2006) en el que

realizaron pruebas en 3 granjas de ovejas para evaluar el efecto de la



administracion de esporas del el hongo, Duddingtonia flagrans en preparados
alimenticios, junto con la alimentacibn suplementaria de esporas de este
microorganismo a ovejas lactantes durante las primeras 6 semanas de vida, En la
que se evidencio que después del tratamiento comparado con el grupo control que
no recibié tratamiento, hubo una reduccion del 50 % en la infeccion de estos

parasitos V.

En la literatura se describe la manera en que los hongos utilizan su potencial
metabdlico para alimentarse de gran numero de sustratos incluyendo a los
nematodos, y su desemperio para tal fin esté limitado por su genotipo. En estudios
realizados por (Yang et al. 2007) se efectlan ensayos que concluyen que la
expresion de genes para la produccién de exoenzimas, metabolitos y hifas
especializadas esta estimulado por la presencia, muerte y colonizacién del
sustrato derivado del nematodo. Se calcula que la tasa de sintesis aumenta
exponencialmente durante el primer contacto con el mismo, y disminuye cuando

finaliza la digestion 2.

Las capacidades enzimaticas de los hongos con la finalidad de digerir un sustrato
estdn ampliamente estudiados; En el trabajo realizado por (Llorca L. 2008)
describe que los hongos pueden formar redes de micelio similares a trampas, y
ademas de ello secretan una proteina extracelular llamada subtilicina, enzima
encargada de la destruccion de la cuticula presente en la estructura de los

nematodos que se encuentran en vida libre ¥,

Esta enzima y muchas otras han sido materia de investigacion en diferentes
campos de la ciencia, por ejemplo estudios realizados por (kanda et al. 2008)
describen que la serin proteasa tiene un rango de 32 a 39 kD esta enzima es
capaz de degradar gran cantidad de sustratos, incluyendo la cuticula de los
nematodos, las capas internas y externas de sus huevos, ademas de la caseina y

gelatina ¥,

El ataque a nivel molecular de los hongos sobre los nematodos es muy importante

ya que en el suelo ayudan a mantener las poblaciones de los mismos en un rango



donde el equilibrio no se ve afectado, de esta forma se presenta una relacién
equilibrada depredador-presa; En ensayos realizados por (Yang et al. 2009) se
demuestra que el incremento de la expresion de genes precursores de proteinas
degradadoras de cuticula como la serina proteasa, incrementan en presencia de
nematodos y con ellos incrementan las estructuras especializadas en la captura de
los mismos. Concluyendo que el hongo tiene una produccion activa de enzimas y
micelio en los picos donde el contacto con los nematodos aumenta, y es claro, ya

que el microorganismo los usa como fuente de carbono ®®,

Por otro lado la actividad fisica de los hongos es importante ya que disefian sobre
el suelo redes de hifas que pueden capturar a los nematodos. La capacidad de
atrapamiento de estas dependen de del movimiento del nematodo, debido a que
las redes de micelio de hongos nematofagos se encuentran estimuladas por la
locomocion de su presa, siendo mas efectivos contra nematodos mas moviles
como por ejemplo el género Haemonchus ssp, genero de nematodos
caracterizados por su alta actividad movil. En estudios como los de (Yang et al.
2011) demostré en sus experimentos que las trampas contra nematodos
generados por los hongos nematofagos son una manera efectiva de combatir las
parasitosis debido a que estos microorganismos no generan un cambio
significativo donde son utilizados ya que suelen ser cosmopolitas, y en

comparacion con los controladores quimicos su beneficio supera al costo ®©,

El control de plagas esta destinado a cambiar debido a que el gran impacto
ambiental que tienen los controladores quimicos esta llegando a niveles criticos,
en el estudio realizado por (Davies y Spiegel 2011) se evidencio que control
biolégico es menos usado y su contraparte el control quimico resulta en la
deplecion de la salud humana, ademas interviene de manera negativa en la salud
de los ecosistemas; Se puede decir que gran parte de productos de consumo
derivados de la agricultura y la ganaderia se encuentran contaminados con altas

concentraciones de estas sustancias *”.

El estudio a profundidad de las caracteristicas de algunos aislamientos fangicos

demuestra que el papel que juegan los hongos en el ambiente se puede utilizar



para contrarrestar plagas que afectan las actividades econdémicas en los sistemas
de produccion. En estudios realizados por (Nordbring Heitz et al. 2011; y yang et
al. 2011) los hongos que ponen trampas a los nematodos generalmente son
saprofitos pero adoptan un estilo parasitario en la presencia de nematodos,
generando trampas a partir de un micelio especializado capaz de atrapar y extraer
nutrientes de los nematodos con el siguiente orden logico: Adhesion, penetracion,
inmovilizacién y digestion 9.

La manera en que los parasitos llegan al huésped es bien conocida, en los
estudios realizados por (Yu et al. 1991; Song et al. 1997, 1998; Wu et al. 2005; Xu
et al 2010; Li et al. 2011, 2012;). Describen que la propagacion de la parasitosis
en el ovino se da cuando se alimentan, ya que los pastos se encuentran
contaminados con los huevos que luego evolucionan hasta ser larvas infectantes
Ls. Los hongos nematofagos pueden matar a las larvas de nematodos y sus
huevos, esto dependera del micro fauna que este biotopo posea, y de los

enemigos naturales que cada organismo tenga en la red tréfica del mismo .

(Herrera et al. 2012) realizaron un estudio epidemioldgico de infeccion por
nematodos gastrointestinales en ovinos y caprinos de cinco municipios de
Antioquia, donde se hallé una tasa de infeccion de 86.6%. Los nematodos con
mayor prevalencia fueron Haemonchus contortus con (66.3%), Oesophagostomum
spp. (38.9%), Trichostrongylus spp. (34.7%) y Ostertagia spp un (24.2%). Estos
parasitos actian diferente segun el sexo, grupo etario, susceptibilidad genética,

entre otros factores intrinsecos y extrinsecos del animal 2.

Para ayudar a las actividades humanas se ha intentado promover el uso de
alternativas sanas para los ecosistemas y proponiendo alternativas de control de
plagas como lo demuestran los estudios realizados por (Stirling 2011 y Ward et al.
2012) en la que los investigadores se han centrado en el uso de hongos que
capturan nematodos, para reducir el impacto ambiental gracias a que estos se
caracterizan por la capacidad de formar estructuras miceliales que aparte de ser
trampas favorecen a la disminucion de estadios infectivos de larvas de nematodos

gue causan enfermedades gastrointestinales y respiratorias en pequefios



rumiantes; para tal fin usan anillos constrictores y no constrictores, ademas de
redes de micelio y enzimas proteoliticas, capases de ser efectivas controlando

poblaciones de parasitos V.

También se evidencia en otros estudios como el realizado por (Andrade 2014), en
el municipio de Toca, departamento de Boyacéd, Colombia, con una altura de 2810
msnm y una temperatura media de 13°C, en donde se realizé una busqueda de
parasitos gastrointestinales en pequefias explotaciones ovinas, se encontro que la
mayoria de individuos se encontraban infectados con Coccidia spp. (94,4%),
seguido del suborden Strongylida (33,5%); En un total de 90 muestras de materia

fecal extraida directamente del recto de los ovinos 2.

En otros estudios se genaotipificaron algunas especies fungicas con el objetivo de
dilucidar su actividad frente a nematodos segun (K. Liu et al. en 2014) se dieron
cuenta que las trampas constrictoras caracteristica principal que agrupa a algunos
organismos que pueden capturar nematodos. Uno de los hongos mas estudiados
es Drechslerella stenobrocha ya que ha sido reportado como un microorganismo
capaz de reducir poblaciones de parasitos. Por lo tanto, se ha estudiado su

genoma y su actividad como saprofito y como parasito 2.

Los nematodos como problema de salud publica no solo afectan al reino animalia,
también se sabe que estos organismos tienen representantes que también atacan
plantas como es el caso de Meloidogyne spp. En estudios realizados por (Yuh
Tzean et al. 2015) relaciona a los nematodos que parasitan plantas con pérdidas
de hasta 80 billones anuales. El control de estas plagas estd basado en
controladores quimicos que tienen una cantidad de acciones desfavorables a
quienes estan expuestos a él, también es necesario saber que trazas de estos

compuestos llegan a productos de consumo al ser recalcitrantes @4,

(L. Liang et al. 2015) describieron que el hongo Arthrobotrys oligospora es un gran
controlador de nematodos y que posee un biomarcador de parasitismo el (NaNO3)
de actividad crucial, ya que se sintetiza menos en las especies salvajes y

saprofitas y se produce mas en las especies nematodo dependientes. También



sefiala que el hongo posee adhesinas de caracteristicas glicoproteicas las cuales
tienen una funcion importante para la fijacion del hongo a cualquier sustrato. (Guol
et al. 2000) describen que A. oligospora es un modelo fungico que es capaz de

formar estructuras con micelio adhesivo que utiliza para capturar nematodos .

Se han intentado calcular las pérdidas anuales en los sistemas de produccion a
nivel mundial, en estudios realizados por (D. Thomas et al. 2016) donde
realizaron una revision en la que se estima que los nematodos parasitos causan
pérdidas anuales globales de méas de 100.000 millones de ddlares. Ademas el
namero de controladores efectivos de esta plaga ha disminuido sustancialmente
en los ultimos 25 afios debido a preocupaciones sobre sus mecanismos de accion
no especificos, por su potencial toxicidad y por el impacto ambiental ?®?”. Otras
sustancias, como los son algunos mediadores quimicos (poco estudiados), juegan
un papel decisivo en el ciclo de vida de los hongos, regulando la formacion de
organos reproductores o de captura. Concluyen considerando como importantes y
funcionales las aplicaciones potenciales de estos organismos beneficiosos en las

estrategias de proteccion de las plantas y animales susceptibles 2.

A nivel cientifico se ha valorado y se le ha dado la importancia necesaria al control
biolégico usando aislamientos fingicos como los realizados por la universidad de
Yunam, ubicada en china (State Key Laboratory for Conservation and Utilization of
Bio-Resources in Yunnan, Yunnan University, Kunming, 650091, Yunnan, China
en 2016) en los que evidenciaron inconvenientes entre la variedad de farmacos
quimicos y los beneficios del control biolégico; Los hongos depredadores de
nematodos han atraido mucho interés como una alternativa a los métodos

quimicos de control de nematodos patégenos del ganado %30,

Los hongos poseen gran variedad genética, por ello también variedad fenotipica y
desempeiio bioquimico. Uno de los fendmenos mas atractivos de su fisiologia es
la presencia de un organulo muy estudiado llamado cuerpo de Woronin; Organulo
anico en las especies de Pezizomycotina. Se describe que tras la lesion de las
hifas, este organulo puede sellar rpidamente los poros y dafio septal para reducir

la pérdida de citoplasma y promover Curacion hifal. El cuerpo de Woronin también



se considera un factor significativo en muchos patdégenos fungicos pero también

es una ventaja a la hora de utilizarlos como la solucién problemas de salud publica
(29,30)

5. MARCO REFERENCIAL

5.1 Control biolégico

Se define control biolégico (CB)llcomo un método ecolégico disefiado por el
hombre para disminuir las poblaciones parasitarias a un nivel subclinico
aceptable, conservando estas poblaciones en un nivel no perjudicial gracias a

antagonistas vivos naturalesll V.

5.2Hongos

Son un grupo de microorganismos eucariotas que poseen la capacidad de reducir
las poblaciones de nematodos, estos al tener ciclo directo pasan por el suelo
donde tienen contacto con ellos. Hay muchas formas en que estos
microorganismos actlan, una de ellas y la méas estudiada son las trampas
constrefiibles. Algunos de estos organismos pueden capturar nematodos
formando estructuras sofisticadas que funcionan como trampas en forma de
anillos, botones adhesivos, hifas adhesivas, anillos simples, redes adhesivas
escalariformes, también redes adhesivas de micelio con forma de anillos que
poseen sustancias mucilaginosas y pegajosas. Un ejemplo de ello es D.
stenobrocha ®?, esta informacion es clave ya que podemos clasificar a los hongos

segun su modo de accion asi:
5.2.3 Hongos endoparasitos

Este tipo de hongos se caracteriza por alimentarse luego de haber ingresado al

interior del nematodo desarrollando sus hifas vegetativas, luego fuera del



nematodo se lograran evidenciar las hifas fructiferas, las esporas de estos hongos
deben ser ingeridas por el nematodo, aunque tienen la capacidad de adherirse y
perforar la cuticula del nematodo; Estos hongos pueden presentar zoosporas
moviles que tienen un tropismo positivo hacia los parasitos, dos ejemplos de estos
Hongos endoparasitos, que en algunos ensayos realizados in vitro lograron reducir

las poblaciones de nematodos son:

e Harposporium anguillulae.

e Drechmeria coniospora.

Sin embargo estos hongos solo pueden atacar en las fases en que el nematodo se
alimenta L, y L, y no en el estadio L3, que es el estadio infectivo mas importante en

el ciclo de infeccién 2.
5.2.4 Hongos ovicidas

Este tipo de hongos tiene una afinidad por lo huevos de nematodos y son
utilizados ampliamente en el control biolégico de parasitos de plantas, estos son
saprofitos alimentandose de materia organica y no dependen de una poblacion de
huevos en el medio para sobrevivir, cuando encuentran un huevo de nematodo
activan su metabolismo. Se han identificado dos maneras en las que actla, una es
la penetracién directa del huevo por parte de la hifa, o haciendo uso de un 6rgano

especializado llamado opresorio ©**4; Algunos de estos hongos son:

e Paecilomyces lilacinus
e Pochonia chlamydosporia

e Verticillium chlamydosporium
5.2.5 Hongos depredadores

Estos hongos al igual que los ovicidas también son saprofitos pero al entrar en
contacto con un nematodo activan toda su maquinaria genética. En estudios se ha
demostrado que el contacto con el colageno del parasito estimula la produccion de
una sustancia mucilaginosa que promueve el atrapamiento ©®, el forcejeo de este

es crucial para la produccion de esta proteina, luego de ello una serie de



proteasas son las mediadoras del proceso de digestion del nematodo. Los hongos

conocidos por este modelo de accion son:

e Arthrobotrys spp.
e Dactylaria spp.
e Dactylella spp.

e Monacrosporium spp.

Estos microorganismos son capaces de reducir in vitro al igual que in vivo las
poblaciones de parasitos tanto en el suelo como en las heces; Teniendo un mejor
desemperio en la materia fecal ya que si son ingeridos y llegan al final del proceso
de digestiébn, se encontraran con las larvas y serd mucho mas efectiva su
reduccion ya que en las heces tienen mas posibilidades de actuar debido a que no
se encuentran en su nicho normal donde los hongos también tienen enemigos

naturales ©©.
5.2.6 Formas de administracion de estos hongos
a) Granos de cereales con los hongos

Los hongos tienen una afinidad para colonizar sustratos derivados del almidén, por
ello el uso de cereales para que sean colonizados por estos, son un método
sencillo y econdémico para los sistemas de produccién, su aplicacién es de
relevancia en los grupos etarios de animales mas susceptibles como lo son las
hembras lactantes, los corderos destetos, y machos a los que se les considera su

valor como reproductores.
b) Bloques minerales

Este método tiene varias ventajas ya que es un método sencillo y econémico
donde se integran clamidioconidias de hongos como por ejemplo Duddingtonia
flagrans a un sustrato mineral necesario para el manejo del ganado. El proceso de

obtener las esporas y combinarlas con los minerales es sensible ya que se debe



mantener una temperatura de 4 a 8 grados ya que una temperatura media mas
alta podria inviabilizar las conidias, este modelo de aplicacidon es ampliamente
utilizado en sistemas de pastoreo y aplicados en las épocas donde los picos

larvarios son mas altos, esto para disminuir la incidencia de las parasitosis.
¢) Bloques energéticos

En este tipo de sistema también se integran clamidioconidias de los hongos y son

mezclados con las siguientes sustancias:

e Melaza.
¢ Alimentos nitrogenados.
e Minerales.

e Alimentos fibrosos.

Estos son implementados cuando el ganado se encuentra en una etapa
susceptible para ser invadido o en épocas donde ya se conoce que el pico de
parasitosis es alto, puede ser usado como tratamiento estratégico y tactico de las

helmintiasis.
e) Bolos de liberacién controlada

Este método siendo un poco mas invasivo trata de integrar dispositivos
intraruminales que poseen en su interior paquetes de conidias, en ensayos in vitro
la humedad y temperatura del rumen hace que el mecanismo deje de funcionar
pero si se mantiene viable es capaz de liberar 5 x 10° clamidiosporas por dia; El
sistema esta planeado para funcionar por 90 dias pero aun se encuentra en fase

experimental 8 3949,

5.3 Identificacién de hongos por medio de su DNA gendmico.

Los hongos se clasifican cominmente segun sus caracteristicas fenotipicas y
bioguimicas, en la actualidad el uso de técnicas moleculares ha permitido una
reorganizacion de la taxonomia por caracteristicas mas confiables, ya que

fenotipicamente los hongos pueden llegar a tener mucha homologia dado a que



estos comparten nichos y ecosistemas, lo que se convierte en una dificultad para

identificarlos.

Debido a que todo el tiempo se descubren nuevos microorganismos era necesario
hacer un acercamiento a su identificacion haciendo uso de la biologia molecular y
la busqueda de similitudes en las secuencias ITS (Internal transcribed spacer)
también denominados (barcode), marcadores de preferencia para identificacion
molecular de hongos que luego son comparadas con secuencias en bases de
datos internacionales de nucleétidos INSD (International Nucleotide Sequence

Databases).

En estudios realizados en 2011, (Conrad L. Schoch) y colaboradores compararon
6 regiones del ADN fungico, para saber cual era el mas adecuado y sensible para
la identificacion de los hongos

1. subunidad de la citocromo-oxidasa

2. subunidad RBP1 de la RNA polimerasa Il
3. Sub unidad Grande (LSU)

4. Sub unidad Pequefia (SSU)

Los resultados de esta investigacion mostraron que las regiones mas confiables
para la amplificacion e identificacion de los mismos fueron la region (ITS-SSU). La
region mas utilizada en la contemporaneidad es la ITS debido a la facilidad de
amplificarlo y de obtener un producto de calidad, que posteriormente podra ser

secuenciado.
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ITS1 ITS2

Fig. 2 Descripcion grafica de la Regién (ITS)

Localizacién de los cebadores ITS1 e ITS2 (flechas).
ITS: espaciadores transcritos internos,
ETS: espaciadores transcritos externos

, IGS: espaciadores intergénicos no transcritos.

5.4 SUELOS DE PARAMO

Los paramos son ecosistemas ricos y diversos albergan gran cantidad de especies
vegetales, de insectos, aves, mamiferos y ni que decir de gran volumen de flora
microbiana que excede por multiplos a las anteriores; Sus caracteristicas
fisicoquimicas hacen de este tipo de ecosistema uno de los mas complejos y de
gran importancia para la vida en el planeta, por debajo de este se encuentran
redes extensas de aguas subterraneas, cuerpos de agua como lagunas y grandes

charcos que albergan gran nimero de especies que poseen gran endemismo.

Segun (cuesta et al. 2008) Colombia posee méas de 1.443.425 hectareas de
territorio paramuno que representa el 47.65 % de paramos a nivel Suramérica. En
este trabajo se hizo un muestreo de suelo proveniente de sub paramo ubicado en
(longitud 73° 52 min 51 segundos / latitud 53°20min 24 segundos) a 2725 msnm
con una temperatura media de 12.5 °C, un PH que oscila entre los 5.4 y 6.6 en el
territorio muestreado, compuesto en su mayor parte por limo 22% y arena 78%,
con un porcentaje de materia organica en descomposicion lenta del 67%
caracteristicas que lo hacen interesante para el aislamiento de cepas fungicas a
las que este ambiente les es propicio para su crecimiento y proliferaciéon; Por ello
fue el lugar elegido para realizar el muestreo, para el aislamiento de los

ejemplares de interés“?.



5.5 NEMATODOS

Los Nematodos, son un filo de animales muy conocidos como parasitos del reino
plantae, animalia. Como caracteristica relevante se puede decir que son ubicuos y
se pueden encontrar en vida libre y como parasitos en muchas partes del cuerpo
de los organismos susceptibles a su infeccidn, sus caracteristicas fundamentales
es que poseen un cuerpo alargado, cilindrico, de simetria bilateral, de los cuales
se conocen mas de 25.000 especies y se calcula que podria haber mas de un
millén; De estos organismos se calcula que representan un 80 % de la vida animal

en la tierra “?,

5.5.1 Caracteristicas de los nematodos

En cuanto a su tamafio varia entre los 0,1 mm a 2,5 mm de longitud y entre 5y
100 micrémetros de ancho, pero debido a la gran variedad y a su adaptabilidad a
diferentes biotopos y animales hay ejemplares que pueden ser mucho mas
grandes. La superficie exterior de estos organismos es bastante resistente y se
conoce como cuticula que esta compuesta principalmente de colageno; El interior
del animal estd compuesto por un liquido que sirve como sostén hidrostéatico y
permite la distribucion de nutrientes, y 6rganos dentro del mismo.

Su sistema digestivo y nervioso es relativamente completo, mientras que no
presenta 6rganos especializados en la respiracion ni en la circulacién. Su tubo
digestivo estd formado por su parte anterior, una faringe rodeada de varios
musculos y un intestino que desemboca en la parte posterior. Su sistema nervioso
consiste en una red de ganglios situados circularmente alrededor del es6fago y de
donde surgen varios nervios que recorren todo su cuerpo, encargados de

responder a estimulos “¥.
La parte externa de los huevos esta constituida por tres capas:

¢ Interna lipidica compuesta por ascarosidos y proteinas



e Media quitinosa

e Externa o vitelina constituida por proteinas.

5.5.2 Ciclo de vida y alimentacién

El ciclo de vida que tienen los nematodos depende de su habitat y de si son
formas libres o paréasitas. En las formas libres, normalmente efectian unas cuatro
mudas de piel a lo largo de su vida. Su alimentacion incluye algas, hongos,
animales pequefios, ademas de materia en descomposicion, por esta razon tienen
un papel importante en el reciclaje de material organico, su presencia en el suelo y
en gran cantidad de ecosistemas hace que los nematodos tengan también muchas
formas de alimentarse, una de las cuales es colonizar un individuo susceptible y
lograr perpetuar la especie. Teniendo dentro de ellos diferentes estadios

evolutivos “¥.

Parasitica Pre-parasitica

Fig. 3 Estadios evolutivos de los Helmintos.
Tomado de http://cal.vet.upenn.edu

El estadio (L1) se desarrolla en el interior de un huevo, crece rapidamente y luego
muda a L2. Esta segunda etapa larvaria también muestra un aumento rapido de
crecimiento seguido por una segunda muda y dando origen a tercera etapa
larvaria (L3), que es la forma infectiva de la mayoria de la especie de nematodos.
Esta (L3) crece y luego mudando origen al adulto (L5) inmaduro. Estas L5 pasan
por una etapa final de crecimiento para convertirse en hembras o machos adultos

sexualmente maduros *®.

5.6 EL OVINO


http://cal.vet.upenn.edu/

La ovino cultura es una buena alternativa de produccién agropecuaria en el pais
debido a la suma de cualidades que tiene la especie y las posibilidades
geograficas colombianas que la hacen viable, ademas de las condiciones que
presenta el mercado debido a su creciente demanda; esta situacion convierten a
los ovinos en una de las especies con mas perspectiva de desarrollo en el area

pecuaria en Colombia “9|

—Desde entonces ha sido muy bien acogida en el sector agropecuario, generando
progreso e integrando nuevos modelos econdmicos en el pais; La informacion
sobre el sector ovino y caprino en particular, es escasa, cargada de imprecisiones,
desactualizada y fuera de contexto estratégico, generalmente los anuarios
estadisticos agropecuarios disponibles se centran en las especies tradicionales,
careciendo de informacién de especies y sistemas de produccidon marginal como la

ovina y caprinall “7,

De los principales problemas que afectan a los ovinos son las parasitosis por
nematodos, seguidos por bacterias, hongos y por ultimo virus; en cuanto a
pardsitos es comun encontrar infecciones en distintas partes del sistema
digestivo, y también en el sistema respiratorio: en el abomaso se localiza
principalmente Haemonchus contortus, en el intestino delgado se identifica
Bunostomum  trigonocephalum, Cooperia curticel, Cooperia mcmasteri,
Nematodirus  filicollis, = Nematodirus  battus, = Nematodirus  spathinger,
Trichostrongylus  columbriformes,  Trichostrongylus  vitrinus,  Strongyloides
papillosus, y en el intestino grueso a Oesophagostomum venulosum, Trichuris ovis
y Chabertia ovina; en estos casos se hace uso de controladores quimicos que

poseen varios problemas entre los mas importantes los siguientes:

e Personal poco capacitado y tratamientos empiricos poco racionales en
volumen, concentracion y frecuencia.

e Contaminacion del espacio donde son manipulados y suministrados.
e Contaminacion de sub-productos.

¢ Resistencia de los parasitos.



e Efectos adversos en quien suministra los tratamientos.
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Fig. 4 Ciclo evolutivo de los Helmintos

Tomado de www.researchgate.net

Estos son los principales problemas ademas la falta de agremiacion hacen que el
productor ovino no prospere como deberia.

Las enfermedades parasitarias ocasionan alta morbi-mortalidad, los animales en
gue mas se encuentran estos hallazgos son corderos y hembras en prefiez por
sus condiciones inmunologicas. En Colombia son muy frecuentes las
adversidades por estos parasitos y son los responsables entre otras causas del
retroceso de la industria ovina, ya que genera un aproximado de (50%) en
pérdidas de la produccién y en el futuro es un panorama que puede empeorar. Las
diversas practicas de manejo favorecen la infeccibn por nematodos
gastrointestinales en ovinos, lo que limita el desarrollo de la industria, debido a
bajas en la productividad. La mayoria de los ovinos, son propensos a infecciones
parasitarias, debido a que su reproduccion y cria que hasta poco antes del
faenado se hace de forma colectiva por ser de naturaleza gregaria y porque las

pasturas donde se pastorean estan cargadas de parasitos ).

Con respecto al objetivo del milenio de consumir alimentos mas saludables, se ha

estudiado la posibilidad de desarrollar otros métodos de control para las


http://www.researchgate.net/

parasitosis gastrointestinales, tales como el control biolégico, por ejemplo se han
realizado experimentos en los que se ha demostrado que los hongos poseen
potencial para combatirlos. Estos hongos actian de diferentes maneras por
ejemplo Duddingtonia flagrans secreta una proteina extracelular con capacidad
enzimatica, ella es capaz de degradar gran cantidad de sustratos incluyendo la
cuticula de los nematodos; En pruebas in vitro han reducido en (82.8%) la
poblacion de parasitos; La expresion del gen (AmpSl) de 386 codones
individuales ocurre en presencia de los parasitos y causan la muerte, resultando

en la colonizacién de sustrato derivado del parasito %%,

Se ha demostrado actividad larvicida y ovicida contra diferentes especies de
nematodos lo que sugiere que la presencia del parasito es fundamental para que
el potencial metabodlico del hongo se active. Experimentos demuestran que la
expresion de genes para el ataque fisico, quimico y mecanico incrementa en
presencia de nematodos y con ellos incrementan las estructuras especializadas en
la captura de los mismos. Gracias a estos hallazgos podemos pensar en
enemigos naturales de los parasitos presentes en diferentes biotopos, teniendo en
cuenta esta informacion podremos encontrar una relacion entre el medio, hongos
y los parasitos que nos daran la claridad para entender su comportamiento y

combatirlos ©,

Tabla 1 Clasificacién taxonémica de los Ovinos

Reino Animal
Filum Chordata
Clase Mammalia
Orden Ungulado
Suborden Artiodactyla
Familia Bovidae
Tribu Caprini
Geénero Ovis

Especie Ovisaries



5.6.1 Fisiologia digestiva del ovino

El follaje de que se alimentan estos animales ingresa por la parte anterior de los
mismos, el cual estad formado por la boca, la cual contiene lengua y dientes. De alli
pasa a la faringe y junto con las enzimas digestivas y de la saliva baja por medio
del eséfago al estobmago, el cual contiene cuatro compartimentos: el reticulo,
rumen, el omaso y el abomaso, siendo el rumen el compartimiento méas grande. El
rumen es un gran compartimento de fermentaciéon que cuenta con mas de 350
tipos de bacterias y mas de 40 tipos de protozoos ademas de poseer gran
cantidad de hongos que ayudan al rumiante a degradar y utilizar alimento fibrosos
compuesto por azucares complejos. La presencia de microorganismos en el
sistema digestivo le permite al pequefio rumiante utilizar nutrientes presentes en
los alimentos que no pueden ser degradados por enzimas producidas por
mamiferos ya que proceden de polisacaridos de celulosa, hemicelulosa y pectinas
derivadas de su alimento. En el reticulo se movera el bolo por contracciones de
las capas musculares que rodean el rumen. En el omaso se absorbe agua, sodio y
potasio y el abomaso se encarga de segregar acido clorhidrico y pepsina para la
degradacion de proteinas. Por ultimo, el intestino delgado se lleva a cabo la
absorcién de &cidos grasos, carbohidratos, aminoacidos y agua a través de las
vellosidades intestinales. Mientras que el intestino grueso reabsorbe, recircula y

conserva el agua, ademas de la absorcion de minerales ©?.

5.6.2 Fisiopatologia del ovino

La estrongilosis gastrointestinal o gastroenteritis parasitaria de los rumiantes es
debida a la presencia en el abomaso, intestino delgado e intestino grueso de
nematodos pertenecientes al orden Strongylida y, que pese a estar ubicados en
varias familias, se agrupan bajo la denominacion de estrongilos. La estrongilosis

gastrointestinal es considerada una parasitosis cosmopolita ©:



Los géneros mas comunes pertenecen a las familias Trichostrongylidae
(Haemonchus, Mecistocirrus, Trichostrongylus, Cooperia, Ostertagia,
Teladorsagia); Ancylostomatidae (Bunostomum, Agriostomum) y Strongylidae
(Oesophagostomum). Los ciclos biologicos de estos parasitos son bastante
similares, ya que son directos ®¥: Es decir, no requieren de hospederos

intermediarios para completar sus ciclos de vida.

Los niveles de infestacion parasitaria se asocian con manifestaciones clinicas,
tales como anorexia, anemia, diarrea y caquexia. Los signos clinicos pueden
pasar desapercibidos en casos de infestaciones leves o medias o ser confundidos
con problemas nutricionales o de manejo; sin embargo, podrian servir como
criterio de apoyo para el tratamiento antihelmintico selectivo en fincas con
antecedentes de problemas parasitarios®®. Se dispone de evidencias que la
distribucién de las cargas parasitarias al interior del rebafio no es uniforme y que
aunqgue pastoreen los mismos potreros y pertenezcan a grupos de edad similares,
s6lo un pequefio porcentaje de hospedadores alberga el mayor numero de
especies y cargas parasitarias; de alli que el tratamiento selectivo de la fraccion de

animales que lo amerite deberfa constituir una acertada estrategia de control 2.

5. METODOLOGIA

6.1 Universo, poblacién, muestra.

e Universo: Seis cepas de hongos aisladas en cultivo puro, que luego de
filtrar sus conidias se utilizaran para realizar pruebas de enfrentamiento con

huevos de nematodos para determinar su capacidad de biocontrol in vitro.

e Poblacidon Y muestra: cepas fungicas a las cuales se le evaluara su
capacidad de realizar control bioldgico de huevos de nematodos patdogenos
de ovinos in vitro, obtenidos por la técnica de flotacion de McMaster y

suspendidos en solucién buffer (PBS).



6.2 Tipo de estudio

Este trabajo corresponde a una investigacion de tipo cualitativo con un

disefio de tipo descriptivo, experimental.

e cualitativo: El trabajo tiene este modelo ya que pretende evaluar las
caracteristicas morfolégicas de los huevos de nematodos enfrentados a
conidias y sustancias derivadas del micelio in vitro, por medio de una
representacion cualitativa en escala de dafo el cual se le evaluara a seis
cepas fungicas aisladas de suelo sub-paramuno.

e Descriptiva: debido a que detalla la activad antagonista frente a huevos de
nematodos de seis cepas fungicas aisladas de suelo sub-paramuno

e Experimental: debido a que se llevo a cabo un ensayo in vitro donde se
enfrentan cuatro diluciones de conidias de seis cepas de hongos aisladas

de suelos semi-paramuno vs huevos de nematodos.

6.3 Hipotesis
Existe capacidad por parte de los hongos presentes en este suelo para generar

dafio en los huevos de estrongilidos.



3.4. Variables del estudio

Independiente

Tabla 2 Variables dependientes e independientes.

Cepas
Fungicas

El uso de especimenes
fungicos para
determinar el porcentaje
de reduccion. Este se
basa en su potencial
para degradar
diferentes  tipos de
sustratos , que se
encontro en una
revision de bibliografia
gue habla sobre el
metabolismo de los
mismos y  estudios
previos que usan
hongos como insumo
principal para ejercer
biocontrol de otros

organismos.

Cualitativa

dependiente

Escala de dafo en los
huevos de nematodos

Cualitativa

Independiente

Concentracion de
conidias de las seis
cepas fungicas
evaluadas.

Cuantitativa




7. METODOLOGIA

7.1 Fase 1: Aislamiento primario de los especimenes fungicos y

determinacion de caracteristicas fenotipicas macroscopicas de cada uno de

ellos.

Se realizd la recoleccion de suelo en Nemocdén que es un municipio del

departamento de Cundinamarca, el cual es un terreno no modificado por el ser

humano. En el laboratorio se homogenizo el suelo y se tomaron cinco gramos del

mismo para realizar:

e Espolvoreado en placa por triplicado en (AGAR-AGAR)

e Dilucion en base diez hasta 10™* sembrado en profundidad para observar

colonias aisladas para luego obtener cultivo puro en agar (PDA) al cual se

le realizaron tres repiques.

e Se observo el espolvoreado en placa luego de incubarlo a 20°C durante

siete dias.

e Se evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas del suelo.

Tabla 3. Procedimientos de fase pre-analitica.

evidencia

Procedimient | Espacio Equipo resultado | Determinant
0 fisico utilizado e
Muestreo Nemocon | Barreno Muestra de | Esterilidad
suelo del material,
y

procesamient

o0 inmediato




Preparacion Central Autoclave | Medios Esterilidad vy
de medios Yy | Laboratorio (PDA) Y | concentracio
esterilizacion (AGAR- n adecuada
de material. AGAR) de
componentes
Espolvoreado | Laboratorio | Incubadora | Crecimient | Mantener la
en placa memmerth | o de | humedad
micelios temperatura y
fangicos oscuridad.
Diluciones vy | Laboratorio | Pipeta Esterilidad y
Siembra  en | uno 1000 pL manejo  de
profundidad. (CsB) volumenes
incubacion de adecuados.

(20-22°C)

7.2 Fase 2: purificaciéon de los asilamientos de hongos en medio (PDA).

Se tomaron directamente de los medios de aislamiento primario con ayuda de una
asa de micologia estéril, secciones miceliales que a consideracién del investigador
fueron las apropiadas para hacer el repique se distribuyeron en agar (PDA)
estéril, que después de elaborado se dej6é una caja de Petri con el medio sin

sembrar para usarlo como control de calidad y darnos cuenta de que lo que crecia

en los medios era contaminacion o realmente los hongos de interés.

Para el repique se us6 el mechero Bunsen y un asa micolégica que después de
cada uso era esterilizada; Los medios fueron puestos en incubadora a 20°C
durante diez dias, el crecimiento de los medios era evaluado cada dia para
garantizar las variables, como lo son temperatura y evaluacién macroscopica de

crecimiento y colonizacién de sustrato, obteniendo de esta manera los hongos que

se utilizaron en el estudio.




Tabla 4. Hongos recuperados de suelo semi-paramuno, y caracteristicas macroscépicas.

Hongo
Al

Foto anverso

Hongo
A2

Foto reverso comentario

Colonias

=algodonosa,

3§ De color blanco
luego color
blanco a café.

Crecimiento

Colonias
negras,
polvorientas

De aspecto
convexo.
Crecimiento

rapido.




Hongo
A3

Colonias

blancas, de
aspecto
§ algodonoso,

crecimiento

rapido.

Hongo
A4

Colonia gris a
negro, de
aspecto,
algodonoso y
polvoriento,
crecimiento

rapido.

Hongo
A5

Colonias
algodonosas de
color blanco a
marrén,

algodonoso.

Hongo
A6

Colonias
blancas,
algodonosas
que llegan hasta
la tapa de la

caja dePetri.
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7.3 Fase 3: obtencion de pull de huevos por medio de la técnica de flotacién

McMaster.

En la poblacion de ovinos de CIDTEO (ANEXO 3) se tom6 una muestra de materia
fecal de 6 gramos directamente del ano del animal y se manejé la muestra segun
los protocolos de la Universidad Nacional De Colombia (ANEXO 2) luego se
realizé la técnica de flotacion de huevos de lo obtenido por medio de esta técnica
se realiz6 un pull con todas las muestras analizadas que tenian alta concentracion
de huevos por gramo (HPG), que se ven en color rojo en el (ANEXO 3) luego se
suspendieron los huevos en agua destilada estéril, y se procedié a contar 2 ml
del pull para calcular huevos por mililitro almacenar de 4-8°C durante dos dias
tiempo en el que se preparé los hongos para las pruebas de enfrentamiento , los

huevos por ml se calcularon de la siguiente forma:
(Huevos contados x 100/2)

Se contaron 50 huevos por ul y se calculé un aproximado de 3100 huevos en total.

7.4 Fase4: preparacion de filtrado de micelio para limpiar conidias de los
hongos en buffer (PBS) desde un medio (PDA).



Se tom6 1x1 cm de Agar (PDA) cortada con asa micoldgica estéril a 70°C y se
cortd el micelio de los seis especimenes fungicos, luego cada uno fue dispuesto
en un frasco estéril que contenia 10ml de solucion buffer (PBS) en donde los
fragmentos de micelio se lavaron durante 20 minutos en un agitador marca
TALBOYS. Fig. (6)

Se prepararon frascos estériles, que fueron modificados poniendo sobre ellos una
tela filtro de 20um por la que se hicieron pasar los 10ml de buffer (PBS) que se
encontraban en agitacion previa. Con ayuda de jeringa de 10ml estéril, una por
cada ejemplar fungico, se pas6 a camara de Newbauer usando 50ul, luego de
establecer el nimero de en el volumen total, las alicuotas se pusieron en tubos

eppendorf de 2ml y se almacenaron 5 tubos por espécimen fungico (4-8°C) fig. (8)

Fig. 5 Método de filtracion de conidias.

Recipientes estériles con la tela filtro.
Foto tomada por el investigador.



Fig. 6 Método de lavado de micelios fingicos

Agitador TALBOYS con los frascos agitando los micelios,
Foto tomada por el investigador.

Luego de agitarlos se procedio a tomar 20 ul con una pipeta Acumax luego la
suspensién de conidias se conto usando la suspensién del micelio filtrado en
camara de Newbauer con laminila de cuarzo; Usando un microscopio OLIMPUS
X300,se monto la camara y se observaron con el objetivo de (10-40x) y se
contaron las conidias de cada hongo multiplicando las conidias contadas en la
camara por 40 para obtener el numero aproximado del total de conidias en la
solucion de 50ul; se uso una micropipeta Acummax de 50-100ul tomando micelio
filtrado.Contando en cada divicion de la camara L1,L2,L3, L4,L5, observando que
no hubiese burbujas se realizo el recuento en la cuadricula de conteo para tener el
volumen adecuado en la camara, para realizar el conteo de manera mas sencilla
se aplico colorante azul de algodén para tener mas claridad a la hora de observar
las conidias, las condiciones para ser contables consistia en la homogeneidad y
regularidad de las paredes de las conidias esto con el fin de saber si las conidias

estaban viables a la hora de hacer el ensayo.



Tabla 5. Numero de conidias en 50ul obtenidas por el investigador.

Hongo conteo formula Total
en 50
pL

Al 19 19.40 760

A2 22 22.40 880

A3 25 25. 40 1000

A4 19 19.40 760

A5 18 18.40 720

A6 27 27.40 1.080

Fig. 7 Material utilizado para contar y alicuotar las conidias

Para el conteo realizado

Foto tomada por el investigador.




Fig. 8 Conidias filtradas y alicuotadas para el ensayo.

7.5 Fase 4: preparacion de pruebas de enfrentamiento hongo vs huevo de

estrongilidos in vitro.

En Luego de obtener las conidias y los huevos se procedio a realizar las pruebas
cruzadas donde se enfrentd un nimero aproximado de 1000-2000 conidias con
aproximadamente 100 huevos; En ellos se evaluo la capacidad de los hongos y
sustancias preformadas para generar algun dafio en las estructuras de los huevos;

los pardmetros para analizar en los huevos fueron:

1. homogeneidad.
2. color.

3. integridad de las membranas.

Se compararon los resultados de cada hongo con respecto al control, y se dio un
valor de dafio en los huevos segun las caracteristicas encontradas en cada uno de
ellos, teniendo como criterio principal evaluar el dafio en el huevo y el porcentaje
de dafo de los mismos segun cada entidad fungica, las conidias de cada hongo se
diluyeron en la solucién buffer (PBS) para determinar si el dafio era concentracion

dependiente o si por el contrario no estaba ligada a esa variable.
La cubierta de los huevos esta constituida por tres capas:
a. Interna: lipidica compuesta por ascarosidos y proteinas

b. Media: quitinosa



c. Externa: o vitelina constituida por proteinas mucopolisacaridos.

La capacidad de supervivencia de los huevos depende principalmente del grosor
de su cubierta, y de las caracteristicas del medio en el que se encuentran, por ello
se empledé un medio donde se mantuviesen viables tanto las estructuras fungicas

filtradas como los huevos.

8. Realizacion de bioensayos

Los bioensayos fueron realizados en la Universidad Colegio Mayor De
Cundinamarca y la Universidad Nacional De Colombia en donde se dispuso del
laboratorio nimero 1y 7 respectivamente ademas del laboratorio de (CIDTEO) en
el centro agropecuario Marengo; Ademas con el objetivo de encontrar actividad
ovicida por parte de los especimenes fangicos. Esta actividad fue evaluada a seis
cepas de hongos a los cuales se obtuvo biomasa y se filtraron para luego
enfrentarlos con huevos de nematodos que parasitan al ganado ovino obtenidos
por la técnica de flotacion de McMaster ANEXO (2), para estos se realizaron
diferentes ensayos en los que se hicieron diluciones seriadas y se pudo analizar

si esa variable afectaba el ensayo.

e Control positivo: Huevos de estrongilidos frente un antihelmintico comercial
(Tubos eppendorf de concentrado de huevos 3 con albendazol y 3 con
levamisol)

(Figura 9)

e Control negativo: Huevos de estrongilidos sin ninguna adicion disueltos en
(PBS) 3 tubos con el concentrado de huevos disueltos en buffer (PBS)
(Figura 10)

e Tratamiento con las cepas de hongos (5 tubos de concentrado de huevos
con cada cepa de Hongo a cinco diferentes concentraciones 107*-107

ademas se montaron control positivo con un antihelmintico comercial



(levamisol y albendazol) y un control negativo que fue una suspension de
huevos en (PBS) (tabla 7).
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Fig. 9 Enfrentamiento Conidias VS Huevos.

Diluciones de conidias enfrentadas en el experimento,
Disefio de los ensayos realizado por el investigador.

8.1 Fase 5.1: digestidn de las muestras y extraccion de DNA gendmico por

medio de kit comercial.

A los tres hongos en los cuales se evidencio actividad dafina sobre los huevos,
se procedié a cortar 1cm? de micelio del repique de cada uno, luego el micelio se
realizd disrupcién utilizando nitrégeno liguido que se encarga de congelar para

luego con ayuda de un mortero estéril fragmentar el micelio.

Luego las muestras se dispusieron en un eppendorf de 2ml a los cuales se les
realizo La extraccién del ADN genémico con el Quick-DNA™ Kit de ZYMO
RESEARCH® (USA), siguiendo las instrucciones del fabricante para la extraccion
de DNA a partir del micelio de los 3 hongos que efectuaron algun tipo de dafo
sobre los huevos. El DNA se cuantifico con ayuda de un NanoDrop® ND-2000 el

cual nos permitié analizar la cantidad y calidad de los &cidos nucleicos.



8.2 Fase 5.2Amplificacién de laregion ITS por medio de PCR

La amplificacion de la region ITS por PCR se realizo utilizando los primers ITS1 5’-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'y ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’
sintetizados por Invitrogen (USA) y la enzima OneTag® Quick-Load® 2X Master
Mix. Como control positivo se utiliz6 DNA gendmico de (Penicillium notatum).

Tabla 6. Cantidad necesaria de componentes para la realizaciéon de PCR con un volumen final de 50ul.

Componente Concentracion para volumen final de
50ul para seis muestras
OneTag® Quick-Load® 2X Master Mix 150.0uL
Primer ITS1 6.0uL
Primer ITS4 6.0uL
Agua up 126uL
DNA (8ng/ul) 124

Las condiciones de PCR se presentan en la tabla 4 segun lo descrito por el
protocolo del grupo (CEPARIUM). La PCR se llevd a cabo en un termociclador

Multi Gene Optimax (Labnet International, Inc.USA) en el laboratorio central.

Tabla 7. Condiciones de PCR para la amplificacion de la regién ITS-1ITS-4

Desnaturalizacion 94°C, 30seg
Desnaturalizacion 94°C, 15 seg
Anillamiento 55.5°C,30seg x35
Extension 68°C, 45seg
Extension final 72°C, 5 min

El producto de PCR fue observado mediante electroforesis en gel de agarosa al
1.5% en TAE 0.5X, tefiido con SyBRsafe en la relacibn recomendada con

respecto a los ml de gel a preparar. Se usé como marcador de masa molecular




GENLOADER (100pb) de MACROGEN (USA) un volumen de 5ul. Se aplico un
voltaje de 80V 400mA y 45 minutos. El gel se observo en el trans-iluminador con
la proteccion necesaria y luego con el sistema de foto documentador, usando el

software del equipo y los protocolos establecidos por el mismo.
8.2 FASE 5.2 Secuenciacion y andlisis de los productos de PCR

Los productos de PCR fueron enviados al servicio de secuenciacion de Macrogen
situado en la ciudad de EEUU. Alli fueron purificados y posteriormente
secuenciados por el método Sanger. La edicion de las secuencias se realizé con
el software Chromas Lite 2.0 de Technelysium (Australia) y la comparacién de las
secuencias con las presentes en BLASTn ©® (BLAST® National Library of
Medicine, USA).

9. RESULTADOS

De los seis hongos que se cruzaron con los huevos, tres demostraron tener una
actividad deletérea sobre la estructura del huevo esta actividad fue mediada por
metabolitos de los mismos y no por accion fisica los aislamientos (A2, A3, A5),
fueron quienes dafiaron de alguna manera la estructura, se observa que los
huevos pierden homogeneidad, claridad de sus moérulas, también se encuentra
disminucién del grosor de su cuticula, y eyeccion del contenido del mismo; El dafio
se calcula de 1-5 siendo uno el menor dafioy 1 y el mayor 5 segun la tabla 7.

La totalidad del dafio se determiné como la suma de uno o mas items que se

relacionan en la siguiente tabla:

Tabla 8. Escala de dafio propuesta por el investigador 15/12/2019.

Nivel de dafio Caracteristica morfoldgica

1 Alteraciéon en la membrana externa del
huevo

2 Alteracién en la membrana interna del




huevo

3 Alteracion en la morfologia de las
morulas
4 Eyeccién del contenido del huevo

Tres o mas items de escala de dafo

Tabla 9. Fotografias tomadas 10 dias después de realizar el enfrentamiento, que evidencian el dafio causado
a los huevos por parte de las conidias.

Hongo y controles Fotografia micelio Estructura en

azul de algodon.

Al
(1)

A2
3)

A3
3)




A4
©)

A5
()

A6
1)




Control
negativ
o
(PBS)
(0)

Control
positivo

(5)

Antihelmintico comercial:

Se observa un
aclaramiento de la
morfologia  del  huevo
evidenciando un dafio

sobre toda su estructura

(Levamisol)

Control

Positivo

®3)

Antihelmintico comercial:
Se observa que la
morfologia del huevo esta
siendo afectada en la parte
superior donde se observa
una compresion de la parte

superior del mismo.

(Albendazol)

Se determind por el aspecto de los huevos la actividad elicitora frente a los huevos
con ayuda de una camara (Canon EOS SD Mark) con lente para microscopio; Se
observaron campos microscopicos hasta analizar 20 huevos por tipo de
aislamiento y dilucién,se observaron varios campos microscopicos en 10x y se

analizaron 10-20 huevos para determinar el dafio del hongo sobre ellos.




9.1 Extraccién de ADN genémico, PCR y electroforesis en gel de agarosa

El producto de PCR fue sometido corrido en gel de agarosa, como se evidencia en
la figura (9)

Fig. 10 Electroforesis en gel de agarosa 1,5% y

TBE 0 .5xcarril 1 marcador de masa molecular
GENELADER 100 Pb, carril 2 control positivo,
Carril 3 A2, carril 4 A5, carril 6 A5, carril 7control positivo P. notatum.

9.2 Resultados; Edicion y andlisis de secuencias:

El servicio de secuenciacion de MacroGen envié los datos correspondientes a los
3 productos de PCR secuenciados. Las 3 secuencias fueron editadas con el
programa Chromas Lite (Technelysium) para descartar regiones de baja calidad de
lectura ©®. Las secuencias editadas fueron comparadas con el GenBank del NCBI
(USA) con el algoritmo BLASTn para la determinacion molecular de género y
especie de los hongos secuenciados, que se basada en la similitud con las
secuencias presentes en la base de datos. Se asumidé como significativa una
identidad superior o igual al 95% ya que son los primeros acercamientos hacia la
identidad del microorganismo ©9.

Los resultados arrojados por el algoritmo (Blastn) permitieron determinar el género

de los tres hongos analizados ©.



A continuaciéon se relacionan las secuencias fungicas y el resultado del
emparejamiento de las mismas con la base de datos utilizada (BLASTn), ademas

de la comparacion en porcentaje de homologia:

A5 _ITS4 Chrysoporthe austroafricana (beta-tubulina) 87.47 %

CTAATTAAAATATGAAAGCTGTGATGCGTTGTGGATGTACCTCTAGATACA
GGCAGGCACTGCCGGACGCGACAGGGCGGTCTTGAGAGAGGAATGATGGTG
GTGGCTTCAGTAATGACGACGGCCGGCGGCAAACCATCTGTGAGGAGCACG
GCCTTGGCAGCAGGGGGTAGTAACCATCCTCCTGCTGCAGCCGGLCGGGLCG
CGAGGATCTTCCTGACCACCGCACAACAGCAACAACACCTCCGAGGTCCAG
AGGAGCGCACAAGAACGACTTCAAAAAGAGGGTCTTCGGGACCACAGTGGG
GGGTCATATCGCGCGCGAACACCCCCTGTGTGACCGAGATCTCGCGGACAC
GCTCCCGTCACACGCGTCTGGCAACAAAAATGTCTCCCGCGCCCTCCTCTT
GGATATCGAGCCCGGCACCACGGAGGCCCTCCGTGCCGGCCCCCTCGGCCA
GAGGTCTGCCCCGACAAAATCTCTCTGCCAT.

A3_ITS4 Mortierella minutisima (ITS) 98.08%

GGGTAACAAAACAAAAGTTTTATGGCACTCCTTTAAAAATCCATATCCAC
CTTGTGTGCAATGTTTGTTGGGAAAGTCTTTTCTTTCCCTTCATAAATAT
CAACCTATATCTTTAACAACATTCGTCTGATAACATATTATGAATATACT
TAATTCAAAATATAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGAT
GAAGAACGCCACCAAATGCGATACATACTGACCAACTTGTCACCACCATA
CATACATCACACCCAACCCTGGATCGCGCAGATCCCCTCACTATTCTAAT
CCATTAGCAGCATCTCCGCCGCTACACCAAAAGGCCCCCCTCCGGLLGLC
GCCACACATACATGTTCTATCTAGTATCTCGTACTAGCAATCTCTTCTTG
CCCCACTCTCCGCCAGTCCTCGCCACCCACCACATATCTCACCCGGACTT
CCGCCCCGCGCAACAGCCAACACCCCCCTGTCGTCAGTGAGACTTTAACT
CCAGACCACCCATAACTATGCTCATCCGAGGGAATGTACGTACACAGAAA
CAAGGGTGGACCACTTTGAGGAACGGGAAACCAAAATGAGCTTTAGACGA
CAAGACTTTGCGAAACACCGGTGGAATATGGAATTTATTTAAGAAGTGCC
AATATAAGAACTCGCTTTGTGAATGGAACTCTTTCACGCAGGTTCACCCT
TACGGGAAAAAGATCTTTTCACCAAACGAGTGTTGTTATGGGCACTCCTT
TAAAAAAATCCCTAATCCCCCCTTGGTGTTGCCAATGATTTGTTTGGGGA
AAATCCTTTTCTTTTTCCCTCCACAAAATAGCTAACCTGGTATTCTTTTT
ACTAACAATTCCGTCCGGAATAAGATAATTTTATGCAAATAATACCTCCA
GATTTCACAAGATATAAACCTTTTCATC




A2 _ITS4 Epicocum nigrum (ITS) 93.67%

GGAAAGTAAAACTAAAAATGTAGACTTCGGTCTGCTACCTCTTACCCATGGTCT
TTTGAGTACCTTCGTTTCCTCGGCGGGTCCGCCCGCCGATTGGACAACATTCAA
ACCCTTTGCACTTGCAATCAGCGTCTGATAAACCCAGTAGCTACTACTTTCAAC
ACCGCATCTCTTGCTCCCGCACTCGCATGATCATTCTCGACGCATCTATGACCC
CCCGCTCCCGAGTCCCTACAATACGTGCGCTCATGTGATGCTACACAGTACTCG
CTGCTCGCAGCTGTCATCTCGCTACTTTCCGTTTTATACTGTGCTCTGCTCAAC
TTGTAAACTCAAGGCGCGCCCCCGGGTGCAGCGTTGAGGATACGCACACCCCGT
TGCTGTCATGCCCATGCTCTCCAAACACCGTTTGCCTCCTACCGCACTCAATAC
TCCGCCCCGCCTCCATCATTCTAACGCTCGATACCACCATGTCTCGTCTAGAAG
TTCCATCCCGTATCTTGACAGACACACCAGATGAACCAAAAAAAAAGTCTCCCC
AAGGAAAAAATCATTACCTCGCATCTTTGTTCTCTTCCGGTCTGCTACCTCCTT
ACTCCCTGTTCTTTTGCGTTACCCTTCCTTTTCCTTTGCGTGTTCCTC

10DISCUSION:

Los hongos se repicaron en agar PDA y se encontrd en algunos estudios como los
realizados por (Liu K. et al. 2014) donde describe que es necesario el identificar
las capacidades metabdlicas de seres vivos que puedan servir para mejorar las
actividades humanas ©%, los hongos son benéficos y tienen potencial pero no se
ha estudiado como sustancias preformadas por los hongos pueden deteriorar
estructuras biolégicas, usando como modelo experimental huevos de

estrongilidos.

Se ha encontrado que los hongos producen sustancias enzimaticas como
Colagenasas, elastasas, hialuronidasas entre otros, que les permite responder a
estimulos en el ambiente, como lo describen los estudios realizados por (Rui
Wang et al. 2015) en el que hongos como Arthrobotrys oligospora los producen
para degradar su alimento y biodisponibilizarlos para luego ser digeridos®?,
también los estudios realizados por (Magnus k. et al. 2014) donde se encuentra

los hongos expresan genes que determinan la aparicién de péptidos de funcién



huérfana o desconocida®. Nos dimos cuenta que no es necesario el contacto
previo con algun sustrato derivado de nematodos y que sustancias producidas por
los hongos son capaces de causar dafio sobre muestras biolégicas como los

huevos de nematodos suspendidos en (PBS).

A los tres dias de incubacion del enfrentamiento se logré evidenciar como
sustancias derivadas del hongo A2, A3, A5 deterioraban los huevos y penetraban
la estructura interna de los mismos resultando en un dafo nivel (5) con el
aislamiento (5) ver (tabla 7) observandose una constante (a menor concentracion
de conidias més tiempo para causar el efecto esperado, alrededor de 24 horas
mas por dilucion); evidenciando un color rojo caracteristico que se observo
también en agar PDA y el Caldo Papa Dextrosa. En los hongos A2 Y A3 se
evidencio un cambio significativo en la estructura de los huevos teniendo un nivel
de dafo (3) observandose la misma constante del hongo 5 (a menor
concentracion de conidias, mas tiempo para causar el efecto esperado, alrededor
de 24 horas mas de reaccion, por dilucion) de esta manera se realizé un
monitoreo de los enfrentamientos por diez dias tiempo en el cual se dio por
finalizado el experimento. De dicha actividad deletérea no se encontré evidencia
cientifica en la literatura, ya que no se han realizado evaluacion de péptidos o
metabolitos derivados de hongos sobre diferentes sustratos, dejando un camino

por recorrer en el campo del control biol6gico.

El dafio fue concentracion dependiente porque se observa como a mayores
diluciones se necesitdé mas tiempo de incubacion para poder observar dicho efecto

sobre los huevos al microscopio.

La técnica de PCR es una herramienta Util para la identificacion diferencial de
microorganismos los cuales por medio de fenotipificacion seria dificil, ya que
microorganismos como los hongos tienen una gran similitud en sus caracteristicas
fenotipicas, pero la region ITS ya usado como codigo de barras de los hongos y

muestra un desempefio confiable a la hora de identificarlos.



El hongo A5 identificado como Chrysoporthe austroafricana pertenece a un genero
de hongos patogenos naturales de plantas, como por ejemplo las especies de
Eucalyptus spp. Son causales de la necrosis progresiva de las hojas y el tronco de
los mismos enfermedad que se conoce como (canker), su presencia es favorecida
por las temperaturas y condiciones tropicales de paises como Colombia, pero se
conoce como un microorganismo ubicuo y un gran problema para las especies de

Myrtales.

El genoma de este hongo tiene 44.669.169 bases la region (ITS) poseé 734pb y
su contraparte la beta tubulina 464pb®® En la busqueda de la identidad de este
organismo, y al utilizar las bases de datos para tal fin, nos dimos cuenta que la
secuencia obtenida daba como resultado secuencia de la beta tubulina, un
resultado no esperado debido a que la amplificacion se realizé con cebadores
disefiados para amplificar la region (ITS) ya que es el mas sensible para identificar
a los hongos y con mayor fidelidad, se sospecha que los resultados se dieron de
esta forma debido a que las regiones tienen una homologia del 59.3%, ademas
se sospechan algunos errores de lectura que si bien pueden estar dados por
inhibidores, alguna falla en la lectura de la secuencia o contaminacion, datos que
se ven reflejados en la fidelidad de la identificacién del (87.47 %) de homologia,
este hongo obtuvo una escala de dafio de (3) valor que se considera significativo
para el control bioldgico de huevos de helmintos.

El hongo A3 identificado como Mortierella minutisima con una homologia del
(98.08%) su genoma esta compuesto por 36.335.525pb su regién (ITS) por
422pb ©9,

Es un hongo utilizado para producir acido araquidénico a partir de la glucosa,
desempeiio bioquimico que le favorece para ser utilizado a nivel industrial en
Japon y otros paises de Asia, es aislado de suelos acidos donde se encuentra
como saprofito utilizando como fuente de carbono material organico en
descomposicion. Este hongo obtuvo una escala de dafio de (3) valor que se

considera significativo para el control biolégico de huevos de helmintos.



El hongo A2 identificado como Epicocum nigrum, con una homologia de (93.67%)
y con un genoma compuesto por 34.255.654pb, la region (ITS) poseé 425pb. El
microorganismo es conocido como agente causal del tizGn gomoso que es una
enfermedad tipica del follaje en las cucurbitaceas®. Los sintomas ocasionados
por el, pueden ser confundidos con los de otras enfermedades fungosas y
bacterianas. Ademas del follaje, puede producir manchas en frutos, sobre todo en

la pulpa y corteza donde aparecen areas de color amarillo a negro.

11 CONCLUSIONES:

Se aislaron 6 cepas de hongos los cuales se enfrentaron sus conidias a un pull
de huevos de nematodos encontrando que tres de esas cepas ejercian sobre la
estructura del huevo una actividad deletérea; Pero esta actividad no se asocia con
un ataque fisico, ya que no se evidencia presencia de micelios en el medio, pero
si dafio en los huevos en comparacion con el control (sin tratamiento); Se concluye
que se debe a sustancias quimicas suspendidas en el medio que son metabolitos
de los hongos y ejercen actividad de tipo elicitor.

Se podria pensar que el desempefio fisico-quimico de los aislamientos estuviese
sesgado porgue repigue de los hongos siempre se realizé en agar (PDA) y no en
un medio enriquecido con derivados de nematodos. En principio nuestro estudio
no requeria medios modificados ya que no se disponia de ellos, ademas estan en
fase de experimentacion. Tampoco eran necesarios ya que se queria descubrir
de una manera novedosa la posible accion de micelio filtrado (conidias) y
sustancias preformadas por los hongos enfrentadas con huevos de estrongilidos,
logrando resultados con tres de los seis aislamientos representando al 50% de la
poblacién de aislamientos fungicos obtenidos, estos intervinieron de manera
negativa en la estructura de los huevos de nematodos, siendo este efecto

negativo en un punto fundamental para su multiplicacion.



Podriamos citar como ejemplo los pigmentos del aislamiento A5 quien obtuvo el
nivel de dafio mas alto en la escala, como se evidencia en la tabla (2) (HONGO 5)
y en el futuro podria ser utilizado, pero es claro que se debe seguir indagando

sobre el tema.

El agar PDA ofreci6 un buen desempefio como fuente de carbono para los
hongos, ademas del caldo papa dextrosa permiti6 obtener mas biomasa de los
hongos y un crecimiento rapido pero con mayor riesgo de contaminacion por su

volumen y estado liquido, pero con buen manejo ofrece excelentes resultados.

12. Recomendaciones

Es necesario realizar estudios cuantitativos que evallen el porcentaje de dafio
causado por estos hongos ya que nuestro estudio pretendia evaluar de manera

cualitativa el dafo de conidias filtradas sobre los huevos.

Es mandatorio también tener disefios en los que los repiques del hongo sean en
medios de cultivo con componentes derivados de los nematodos, debido a que la
literatura describe que el desempefio de los hongos aumenta en contacto con su
presa y es por ello que los repiques en medios que no contengan derivados de los
mismos no tendrian gran impacto ya que el hongo se adapta a usar como fuente
de energia la dextrosa y el almidon en el medio (PDA) mostrandonos su actividad
saprofita he inhibiendo su capacidad parasitica, que podria mantenerse o
potenciarse si los hongos estan en contacto con el derivados de nematodos,
teniendo esto como objetivo observar algun tipo de dafio fisico evidenciable por

microscopia.

Se considera imprescindible disefiar un medio PDA modificado con derivados de
nematodos y seguir con la experimentacion, aunque se obtuvieron resultados

satisfactorios con el modelo experimental propuesto en este trabajo.



Consideramos que se deben realizar muestreos en otros lugares para hacer mas
enfrentamientos y no solo hongos Vs huevos sino con muchos otros especimenes
de parasitos en los que los hongos tengan concrecion de tener un efecto negativo
y ayudar a mejorar las actividades econdémicas humanas de una manera mas

sostenible.

En la identificacion de los microorganismos por técnicas moleculares es
mandatorio obtener una pureza y calidad del (DNA) ya que la presencia de
contaminacion no favorece el proceso de la secuenciacion, teniendo como

resultado inconvenientes en la identificacion.

Se recomienda seguir realizando estudios de estos microorganismos que
guedaran en custodia del grupo (CEPARIUM), al cual pertenecemos con el fin de
establecer mas a fondo las capacidades de los microorganismos con fines

experimentales.
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ANEXOS
Anexo 1
Composicion de solucién buffer (PBS)

La Solucién Salina Amortiguada por Fosfatos (PBS) constituye una solucion
amortiguadora de PH neutro comunmente empleada para procedimientos
bioquimicos. Su osmolaridad y concentracion de iones (Cl- , Na+ y K+) es muy
semejante a la del liquido extracelular de los mamiferos. Esta solucion se prepara
a partir de Cloruro de Sodio, Fosfato de Sodio y, en algunas formulaciones, con
Fosfato de Potasio. Esta solucion es isotdnica y no-toxica para las células de los
mamiferos, aunque no fue posible encontrar un experimento parecido en la
literatura que utilizara esta solucion como buffer, el buen desempefio en
comparacién con otras soluciones como la (SS) o el (BSA) y Su preparacion es

muy sencilla.
e Anexo 2
Preparacién de la solucién McMaster

1. Se pesan dos gramos de heces, se colocan en un vaso con 28 ml de agua
para maceracién y homogenizacion de la muestra

2. Se tamiza el contenido y se pasa a tubos falcon de 15 ml

3. Los tubos se centrifugan por 10 min a 10.000 rpm

4. El pellet se reconstituye con la solucién de McMaster compuesta por una
relacion de NaCl + C¢H1,06 + H20.
Se espera 5 minutos y se hace el montaje en la cAmara

6. Se hace lectura en el microscopio en aumento de 10 x en ambas camaras

la formula para obtener el resultado es :

Hpg = Nox100/2




HEMBRAS LEVANTE:

Anexo 3

N°|CHAPETA O CONSISTENCIA DE |HUEVOS POSIBLES
IDENTIFICACION LAS HECES POR PARASITOS
NUMERICA GRAMO ESTRONGILIDOS

DE E EIMERIAS
MATERIA
FECAL
1 9342 DU 200 ST
2 883 DU 250 ST
3 | 890 DU 300 ST
4 | 892 B 150 ST
5 | 847 MB 0 -
6 | 856 DU 0 -
7 | 1322 DU 0 -
8 | 889 DU 100 ST
9 |893 MB 150 ST

10 | 864 DU 150 ST

11 | 874 DU 0 -

12 | 871 DU 0 -

¢ MACHOS PARA FAENADO:
13| 871 DU 0 -
14 | 863 DU 0 -
15| 1081 DU 450 ST




16 | 464 B 0 -
17| 886 MB 0 -
18 | 1321 DU 350 ST
19| 839 DU 0 -
20| 882 DU 250 ST
21| 1304 DU 0 -
22| 857 MB -
23 | 1054 DU -
24 | 830 DU 0 -
25| 897 MB 350 ST
26 | 873 DU 100 ST
27 | 107 DU -
28 | 857 DU -
29 | 852 DU 0 -
LACTANTES Y CORDEROS:

identificacion

Caracteristicas de

Conteo ( HPG)R

Posibles parasitos

la muestra
30 | 840 DU 0 -
31| 875 DU 100 ST/EI 34
32 | 862 DU 250 ST/EI 23
33| 849 0 -El 34
34 | 827 0 -El 25
35| 831 MB 250 ST/EI35
36 | 891 B 0 -
37 | 885 MB 450 S T/EI23
38 | 1326 B 1150 ST/EI 12
39| 1368 DU 700 ST




40 | 1327 DU 1200 ST

41 | 418 DU 750 ST

42 | 1362 B 1350 ST

43 | 37 DU 700 ST

44 | 1366 DU 850 ST

45 | 434 MB 0 -

46 | 1359 DU 650 ST/EI 23
47 | 240 DU 1150 ST/EI 14
48 | 402 MB 2350 ST/EI 13
49 | 1356 DU 750 ST/EI34
50 | 1361 DU 0 -
511351 DU 1300 ST/EI 32
52 | 1363 DU 1950 ST/EI23
53 | 1370 DU 0 -

54 | 1329 MB 0 -

55| 1354 B 1350 ST/ EI 23
56 | 1358 B 0 -IEI7

57 | 1365 DU 900 ST/EI 32
58 | 1355 DU 150 ST/EI 23
59 | 627 DU 0 -

60 | 16 B 0 ST/EI43
61 | 1360 B 1750 ST/ EI 32
62 | 1324 DU 0 -/[EI19
63 | 620 DU 150 ST/EI 35
64 | 1325 MB 0 -

65 | 633 DU 1200 ST/EI32
66 | 406 DU 300 ST/EI 35
67 | 642 DU 0 -

68 | 615 MB 0 -IEI32
69 | 665 DU 900 ST/EI12




70| 201 DU 1400 ST/

71| 1357 DU 0 -/

72 | 426 DU 1350 ST

73 | 242 MB 1100 ST/EI22

74| 1353 B 0 -

75 | 417 DU 1200 ST/EI 34

76 | 1364 DU 0 -

77 11367 DU 2150 ST/EI27

78 | 682 B 750 ST/EI 44
¢ MACHOS EN LEVANTE:

79 | 24 DU 300 ST/EI

80 | 631 DU 350 ST

81 |427 DU 100 ST/EI

82 | 454 DU 950 ST

83 |65 DU 450 ST

84 | 239 DU 0 -

85 | 423 DU 150 ST

86 |42 DU 0 -

87 |48 DU 200 ST

88 | 401 DU 250 ST

89 | 641 DU 0 -

90 |424 DU 150 ST

91 |35 DU 0 -

92 | 421 DU 0 -

93 | 44 DU 0 -




94 229 DU 350 ST
95 |82 DU 150 ST
96 |220 DU 0 -
97 1802 B 0 -
98 462 DU 0 -
99 |28 DU 100 ST
100 |1 B 250 ST
101 | 820 DU 300 ST
102 |63 DU 0 -
103 (244 DU 0 -
104 | 446 DU 450 ST
105 | 205 DU 0 -
106 |89 DU 0 -
107 |81 B 150 ST
108 | 71 DU 100 ST
109 | 204 DU 350 ST
110 | 102 DU 100 ST
111 | 211 B 0 -
112 | 461 MB 0 -
113 | 16 DU 0 -
114 | 605 DU 100 ST
115 | 23 DU 0 -
116 | 65011 DU 0 -
117 | 603 DU 0 -
118 | 43 B 0 -
119 | 58 DU 350 ST
120 | 2 DU 0 -
121 | 6 DU 0 -
122 | 1321 DU 100 ST
123 | 1801 DU 0 -




124 | 1059 B 0 -
125 | 863 DU 0 -
126 | 857 MB 100 ST
127 | 464 DU 0 -
128 | 873 DU 0 -
129 | 886 DU 350 ST
130 | 1304 DU 0 -
131 | 882 DU 100 ST
132 | 897 DU 150 ST
133 | 857 DU 350 ST
134 | 839 B 0 -
135 | 830 MB 150 ST
136 | 1075 DU 0 -
e LACTANTES:
137 | 423 200 DU ST
138 |1 50 DU ST
139 | 220 0 DU -
140 | 91 DU -
141 | 82 DU -
142 | 11 100 ST
143 | 462 250 ST
1441 6 200 DU ST
145 | 424 DU -
146 | 451 DU -
147 | 85 0 DU -
148 | 631 250 DU ST
149 | 71 0 DU -
150 | 77 100 DU ST




151 | 81 900 B ST
152 | 421 0 DU -
153 | 34 400 MB ST
154 | 35 150 DU ST
155 | 63 0 DU -
156 | 23 150 DU ST
157 | 457 100 DU ST

e CORDEROS DESTETOS:
158 | 1361 500 DU ST
159 | 1359 200 DU ST
160 | 1323 0 DU -
161 | 1329 450 DU ST
162 | 1358 500 B ST
163 | 1325 250 DU ST
164 | 1366 300 MB ST
165 | 1357 150 DU ST
166 | 1354 0 DU -
167 | 1355 550 DU ST
168 | 1362 700 DU ST
169 | 1360 0 DU -
170 | 1326 500 B ST
171 | 1353 450 MB ST
172 | 1370 350 B ST
173 | 1367 250 DU ST
174 | 1351 150 DU ST
175| 1338 100 DU ST
176 | 1364 100 DU ST
177 | 1369 0 DU -




178 | 1368 0 DU

179 | 1363 100 DU ST
180 | 1365 450 DU ST
181 | 1324 500 DU ST
182 | 1367 350 M ST




e ANEXO 4.0 Ejemplo de las secuencias recibidas por el servicio de
macrogen UU.EE. (A5)

f

macrogen
File: 5_ITS1.abl Run Ended: 2019/4/13 10:4:13 Signal G:2734 A:4477 C:4033 T:3033 %}
Sample: 5_ITSI Lane: 4 Base spacing: -16.103003 1726 bases in 20903 scans Page 1 of?

GG ANGTAA \(‘T AN AA TGTG ACTTCG GT(‘TO(‘T CCTCTT ACCCA T(X}TCTTTTG 0T CCTTCGTTTC(‘TCGGCGGGT(‘(‘GCCCGCCG TTGG \l‘ xc ATTCA C(‘ CTTTGCAC

1||

bt A O o e A

200 210 220 230
l‘l(}t.\ aTC \OLO TCTGAT A ‘s-%CC,‘(l'l-»GC r-~LTkC TTT C;: ‘«C-\CCOC ',T(,' TCTTGC TCCL‘GL‘-\C TC GZ-\TGA'[‘C.\TTC']'CG“CO(.\'I‘C’I‘ ATGACCC CCOGCTIC CCGAGT CCC TACA

240 250 260 270 310 320 330 340 350
ATACGTGCE TOATGTGA GT AC ACAGACTCGCT @ T O (DVGC’lGTL‘v\TC TWCI‘ ACT TTCCG TITTAACT GTGCTCTGE TCAACTTGTAA ACTC AAGGCGCGCLCCCOGGGT GCAGC

360 370 380 390 400 410 420 430 40 450 460
GITGAGGATACGCACAC CCCGTTGCTGTCATGCCCATGCTCTCCAAAC ACCGTTT GCCT CCT ACCGCACTCAATACTCCGCOCOGCCTCCATCAITCT AACGCTCGA TAC

bl

480 190 510 S40 550 560
C \CC\YGTCTCGTCT AGA AGTTCC ATCCCGT \TCTTG CAGACACACC AGA TG CC AAAA ‘\ AGT CTCCCCAAQG AAAAAATCATTACCTCGCA TCI'TTGTTCTC

xf\ﬁ &\M mﬂLﬂ)l‘M“JJ\J\ F"lp‘t‘j\!“j‘i'j i'\\ |

Gracias.






