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II. RESUMEN EJECUTIVO

El proyecto tuve como objetivo el aislamiento, identificacion, evaluacion
v reproduccion masiva  del hongo nematofago  Arihrobotrvs  oligospora
Inicialmente se hubia planteado el aislamiento de Duddingtonia flagrans, hongo
que no aparecio en los diversos aislados que se obtuvieron durante el periodo de
trabajo. Estos organismos se aislaron inicialmente en la Estancia Josefing en la
XII region desde sistemas de produccion ovina en pastoreo, cn particular de
materia organica del campo y de heces fecales de ovinos. Se comprobd que estos
controladores se cncuentran en todos los sistemas de produccion animal en
pastoreo, como habitantes normales del sueclo y materia orgamca en
descomposicion. Estos fueron seleccionados en relacion a su capacidad de
atravesar el tracto digestivo de rumiantes y ser deposttados con las fecas sobre la
pradera donde pueden actuar sobre larvas de tercer estado de nematodos pardsitos
de rumiantes. Estas cepas aisladas y seleccionadas fueron evaluadas tanto i vitro
como 1 vivo permitiendo desarrollar un mecanismo de admimistracion, blogues
minerales, este postbilita su aporte con regularidad en la dieta de ovinos en
pastoreo.
Se puede afirmar. que estos organismos nematofagos existen en Chile y pueden
ser aislados, 1dentificados y evaluados para su posterior utilizacion en el control
biologico de parasitismos anmimalcs.
Para el Desarrollo del provecto se establecié una alianza entre la Estancia
Josefina, en la XII Region. y Corporacion  Centro de Educacion y Teenologia.
Al término del proyecto se establecio una unidad de réplica en el predio las

Bandurrias ubicado en la localidad de Alcones VI region.

En el provecto se aislaron ¢ identificaron 18 cepas de A oligospora con
capacidad de control efectivo. presentes en los sistemas. v se evaluo la respuesta
de los nematodos pardsitos a la incorporacion de cstos microorganismos en la

dieta animal. para finalmente desarrollar un prototipo semi industrial de



produccion de Arthrobotrys. Este se evalud en la ultima etapa del proyecto, en un
sistema de produccion intensiva de ovinos en la zona central.

Como producto de esta miciativa de desarrollo tecnologico, se obtuvo
una presentacion en bloques minerales de 10 kilogramos dc peso, a los que se les
mtrodujo una cantidad proporcional del biocontrolador para permitir un consumo
permanente por parte de los ovinos

Estos blogques corresponden a un sustrato o dispositivo sélido que se puede
introducir en la dieta animal. Fue necesario desarrollar un método de secado que
permite mantener las esporas de A. oligospora viables a través del tiempo e
introducirlas en los dispositivos de aplicacion. bloques o capsulas. estas ultimas
se¢ desarrollaron en conjunto con la facultad de Quimica y Farmacia la
Universidad de Chile con el departamento de Tecnologia Farmacdéutica, en la
ultima etapa del proyecto. Esta tecnologia de administracion del hongo
nematofago se debe seguir evaluando dado que hasta el momento permiten un
aporte de controladores solo durante 35 dias.

[Las presentaciones desarrolladas, bloques de 20 y de 10 kgs., se probaron
en su efecto sobre rebafios ovinos en pastoreo, tanto en la patagonia como en la
zona central, estableciéndose niveles de control satisfactorios sobre larvas de

tercer estado en la pradera.



I1. TEXTO PRINCIPAL

I. Cumplimiento de los objetivos.

Objetivo General planteado en el proyecto original:

Aislamiento identificacion, reproduccion y evaluacion de hongos nematéfagos de
los géneros Duddingtonia y Arthrobotrys para su uso en sistemas organicos de

produccion de carne ovina en Magallanes.

El objetivo general del proyecto se cumplio en el sentido de desarrollar un
método de aislamiento reproduccion y evaluacion de hongos nematofagos en
sistemas organicos de produccion de carne ovina, lograndose obtener aislados de
A. oligospora con capacidad de control de larvas en la pradera que presentaron

hasta un 87.6% de eficiencia.

Objetivos especificos:

1) Aislamiento e identificacion de hongos nematofagos de los generos
Duddingtonia y Arthrobotrys, a partir de muestras fecales de ovinos en pastoreo,
en Magallanes, mediante la utilizacion de nematodos Entomopatogenos

(Heterorhabditis y Stemernema) utilizados como trampa.

Este objetivo se cumplid aislandose ¢ identificandose 18 cepas efectivas de A
oligospora con capacidad de control sobre larvas de tercer estado en la pradera.
Sin embargo. la utilizacion de nematodos entomopatogenos como trampas, fue
modificada, v se sustituyo por el uso de larvas de nematodos animales,
provenientes de cultivos fecales, lo que facilito la obtencion de cantidad adecuada

y constante de larvas en el tiempo.



2) Reproduccion en sustratos solidos de hongos nematofagoes de los géneros

Duddingtonia v Arthroboivs.

Este objetivo se cumplio plenamente, lograndose repraducir €l hongo nematofago
sobre sustratos desarrollados en base a cercales. como avena v arroz estériles,

. - V10 ’
alcanzandose concentraciones de 10 ™ esporas/g

3) Fvaluacion in vitro e in vive del efecto de los procesos digestivos de

OVINOS.

sobre la viabilidad de las conidias de los géneros Duddingtonia y Arthrobotrys.

Se evaluaron in vitro conidias de A. oligospora determinandose cuales lograban

el mayor nivel de eficiencia frente al método de Tilley Ferry.

Se evaluaron in vivo tanto las distintas cepas de 4. oligospora determinandose
cuales lograban el mayor nivel de eficiencia en su paso a traves del sistema
digestivo de ovinos como la capacidad de la esporas de resistir su introduccion
en dispositivos de administracion, bloques v capsulas asi como la resistencia de

estas ultimas. a la digestion ruminal.

4) Evaluacion del efecto de los hongos nematdofagos obtenidos, sobre las
poblaciones de larvas de tercer estado de nematodos. en la pradera y sobre la
carga parasitaria de ovinos en Magallanes.

Este efecto se establecio tanto en Magallanes como en las umdades de réplica, en
el Centro de Educacion y Tecnologia y en la empresa ganadera Bandurnas en la
zona central.

Fl nivel de control alcanzado fue de hasta un 87,6 %



Estado del arte

Uso de hongos nematofagos en control biologico de parasitos en rumiantes.

El control de los nematodos parasitos ha dependido tradicionalmente del
uso de drogas antithelminticas que han mostrado eficacia y en muchos casos un
cfecto persistente por varias semanas lo que permite una mantencion de los
antmales libres o con cargas parasitarias que no afecten la salud de los
individuos permitiendo ganancias diarias de peso dentro de niveles econdémicos
(Jackson, 1993, Sin embargo es de justicia agregar que estas drogas tienen un
costo importante, no s¢ producen en ¢l pais, son intensivos en uso de mano de
obra durante su aplicacion. requieren movimiento de los animales, implican
riesgo para los consumidores (residuos) y existe también un riego ambiental (eco-
toxicidad). Los problemas anteriores en general son vistos como menores, por
productores vy técnicos. La preocupacion mas mmportante tiene que ver con la
resistencia paulatina que va apareciendo en diversas poblaciones de nematodos
parasitos. a los antithelminticos de mayor uso.

El manejo de poblaciones de nematodos resistentes. a los farmacos
utilizados en su control,  constituye ¢l mayvor desafio a los ganaderos vy
profestonales del sector pecuario en el presente siglo.

Después del uso mtensive de Benzimidazoles por mas de 35 anos, de levamisol
por mas de 25 anos y de avermectina. milbemicina por los ultimos 15 anos, la
resistencia a los antihelminticos habia sido Iimitada a algunos pocos casos, sin
embargo en el ultimo tiempo crecientemente se mforman casos de resistencia en
parasitos de importancia pecuania, como por ejemplo los trabajos de Waller, J.P.
1997 que encuentra mas de un 80% de resistencia por parte de diversas
poblaciones de nematodos parasitos a las drogas antiparasitarias como
Bencimidazoles o Levamisol Morantel: Navi Etal 1996 en Uruguay ha
encontrado un 1.2% de resistencia en el grupo de las lactonas macrociclicas,
porcentaje bajo. sin embargo se esta incrementando: Maciel et al 1996 en

Paraguay encuentre que la resistencia a este grupo de drogas alcanza a un 70%;



Echevarria et al 1996 determind un 20% de resistencia en Brasil; Eddi et al 1996
en Argentina identifico un 13% de resistencia a estas mismas drogas; Vermunt
JJ. et al 1995 quien dentificé una resistencia maltiple a Ivermectina y
Oxfendazol en distintas e¢species de Cooperia en Nueva Zelanda. Este tipo de
reporte  realizado  por  parte de  diversos investigadores esta impulsando
crecientemente  a una busqueda de métodos bioldgicos de control parasitario.
Estas miciativas estan reforzadas tanto por los problemas expuestos como por la
aparicion de un segmento del mercado de productos pecuarios. que presiona por
alimentos de ongen animal obtenidos bajo procedimientos organicos u ecologicos
de produccion, es decir sin uso de agentes quimicos en el control de las diversas

patologias del ganado o como estimulantes del desarrollo muscular de ellos.

CONTROL BIOLOGICO DE NEMATODOS EN PRODUCCION
ANIMAL

En los ultimos anos ha existido un creciente mteres y desarrollo en el area

del control biologico aplicado de pardsitos de amimales, constituyendo un

importante potencial en las estrategias sustentables de control de nematodos en

ganado. (Waller, 1997, Williams, 1997). El mecanismo para enfrentar este

problema no solo pasa por la restriceion y uso adecuado de los antihelminticos.

sino también, por estrategias de manejo del pastoreo (Niezen, et al 1996; Barger,

1997) v uso preventivo de agentes de control biologico.

El control biologico puede ser empleado como una medida profilactica
constituyendo una alternativa al tradicional uso de productos quimicos en el
manejo de parasitos, esto mediante el uso de hongos atrapa nematodos o
predatores que controlen las larvas de los parasitos en las praderas (Larsen,

1999)

El objetiva de emplear agentes de cantrol biologico contra nematodos

parasitos de animales, ¢s reducir de forma significativa el numero de estados



infectivos disponibles, que son adquinidos por las distintas especies en pastoreo,
manteniendo un adecuado balance entre el patogeno v el antagonista. bsta
reduccion de los estados infectivos en el estrato  herbaceo pucde
subsecuentemente prevenir la carga parasitaria de nuevos hospederos. (Larsen,
1999). En contraste al control quimico el cual esta dirigido completamente al
estado parasitico dentro del hospedero. el contrel biologico esta dirigido a los
estados de vida libre en las praderas y pasturas. Dentro de este ambiente. los
estados pre-parasiticos de nematodos se encuentran sujetos a una variedad de
factores tanto bioticos como abidticos que pueden influir en su desarrollo y
sobrevivencia. Los factores abioticos mayor mmportancia son temperatura,
oxigeno y humedad y condiciones extremas de ¢stos pueden ser letales para los
estados de vida libre. En relacion con los factores bidticos, existe un vasto
ensamblaje de organismos vives que pueden afectar el desarrollo de los estados
infectivos de los parasitos en el sistema.(Waller, 1997).

Un namero mmportante de organismos han sido identificados como
enemigos naturales de estados libres de parasitos, los que son usados como
fuentes alimenticias. Estos incluyen., microarthropodos, protozoos, virus,
nematodos predadores, bacterias y hongos nematifagos (Waller and Faedo, 1996).
De éstos, los Gltimos dos grupos han recibido la mayor atencion e investigacion

como potenciales agentes de control.

BACTERIAS

Muchas especies de bacterias cstan asociadas con la cuticula. cavidad
corporal y tracto digestivo de los nemdtodos y algunas de ellas son patogenicas.
Bacillus penetrans es un importante candidato para el control de nematodos
parasitos de plantas. Muchas bacterias v organismos estrechamente relacionados,
los Actinomyceetes, producen importantes metabolitos secundarios, que incluven

antibioticos, msccticidas v antthelminticos (Mankau, 1980).



En particular Bacillus thuringiensis. ha resultado poseer un importante
potencial como controlador de parasitos, sefialando que sus  toxinas pueden
afectar estados de vida libre de algunos nematodos parasitos de ganado. Estudios
mas detallados han senalado que huevos y larvas de  Trichostrongyius
colubriformis pueden ser destruidos por la toxina de B thuringiensis vdr

israelensis (Bone, et al. 1985; Bone, et al, 1987),

HONGOS

Hongos que exhiben propiedades anti-nematodos han sido conocidos por
largo tiempo. Ellos constituyen una gran variedad de especies (150 especies
descritas) que incluyen hongos atrapa nematodos u hongos predadores, hongos
endoparasiticos, hongos que invaden huevos de nematodos y hongos que
producen metabolitos toxicos para nematodos (Barron, 1977).
Los hongos nematofagos son un grupo muy diverso, los cuales se alimentan de
nematodos en ¢l suelo. Ellos han sido usados con ¢éxito en control de una variedad
de nematodos parasitos de plantas (Kerry, 1980) y animales (Gronvol et al, 1989,
Waller, 1993, Larsen et al, 1995).
En general estos hongos nematofagos pueden ser divididos en tres grandes grupos
en base a modo de accion sobre los nematodos (Gronvold et al, 1993 Waller.

1998 Yeates, 2000)

A) Hongos atrapa nematodos: estos usan una variedad de drganos trampa
para capturar los nematodos, tales como anillos constrictivos (activos), o no
constrictivos (pasivos), hifas pegajosas o adhesivas, protuberancias o redes
adhesivas, las que se desarrollan en el sistema hifal vegetativo, La induccion de
estas estructuras es estimulada por variadas sefales externas secretadas por los
nematodos, incluyendo péptidos, el contacto fisico de la trampa con ¢l nematodo
vivo vy ¢l nivel de nutrientes y composicion del entorno ambiental. Dentro de un

corto periodo de tiempo seguido a la captura y formacion de las trampas. cl



hongo penctra v destruve al nematodo. Ejemplos de este tipo de hongos son:
- ) J g

Arthrobotrys spp, Dactylaria candida, Duddingtonia flagrans)

B) Hongos endoparasitos. son parasitos obligados. infectan nematodos por
medio de esporas, las que son ingeridas o se adhicren a la cuticula a través de la
que penetran. Posteriormente. ¢stas se desarrollan en un talo infectivo que
absorbe ¢l contenido del nematodo. Estos hongos no desarrollan hifas fuera del
cuerpo del hospedero, excepto hifas fértiles, como conididforos que hiberan las

esporas, (por ejemplo, Harposporium anguillidac)

C) Hongos parasitos de quistes y nematodos de root-knot. Estos invaden
huevos v hembras por medio de hifas vegetativas (por ejemplo. Verteillium

chiamydosporium)

Los primeros dos grupos son los mas importantes como controladores,
encontrandolos en todos los ambientes a mvel mundial, pero son particularmente

abundantes en suelos agricolas ricos (Jaffee, et al. 1998).

ECOLOGIA DE LOS HONGOS NEMATOFAGOS

Los hongos nematofagos son un grupo taxonomicamente diverso que utiliza
nematodos como fuentes de energia. Son hongos ubicuos y comunmente son
encontrados en material en descomposicion, fecas y suelo. La temperatura Optima
para el crecimiento de muchos de estos hongos se ha encontrado entre los 20° a

25°C (Gronvold, et al, 1993).

La distribucion de los hongos dentro del suelo, varia de acuerdo a su

mecanismao de trampa y en cierto grado al tipo de suelo. Gray (1985) encontro

que hongos nematotagos que producen antllos rumpa. estaban asociados a suelos
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con alta humedad y alto contenido de matena organica. En contraste. hongos que
producen redes adhesivas fueron asociados a suelos con baja humedad y materia
organica. En relacion con los nematodos productores de anillos constrictivos,
Cooke, (1968) encontrd que  presentan una tasa menor de crecimiento que los
que producen redes. Persmark et al(1996) encontré que tal situacion tendria
relacion con variaciones estacionales tanto de los nematodos como de los hongos
controladores, asi como los contenidos de materia organica, ya que tanto la
formacion de micehio como la formacion de estructuras trampas, requieren de
energia. la que puede ser rapidamente suplida por una rapida disponibilidad de
nutrientes. En consecuencia, la adicion de enmiendas organicas al suelo. es
usualmente seguida por una mavor actividad de hongos atrapa nematodos. Jeffee,
et al, (1998: 2004) al comparar sistemas de produccion organica con sistemas
convencionales, establecio que el numero de especies de hongos atrapa
nematodos, asi como la biomasa microbiana era significativamente mayor en los
sistemas organicos gque en los convencionales.

Fn general las diferencias observadas por los diferentes investigadores, en
relacion al comportamiento v capacidad predadora de los diversos hongos
nematofagos, tanto dentro de una misma especie o género, indican la existencia
de una varnabilidad en la habilidad predadora que pueden variar en relacion a los

diferentes nichos ecologicos donde éstos se desarrollan (Graminha et al, 2005).

Estudios recientes han demostrado que todos los tipos de hongos
nematofagos (endoparasitos y predadores) rapidamente invaden las fecas cuando
son depositadas en el suelo. Sin embargo, no todos los tipos de hongos presentes
en las praderas pueden ser consumudos y pasar a las fecas de los animales en
pastoreo. esto debido a que muchos son extremadamente susceptibles a la
destruccion por variadas condiciones presentes en el tracto digestivo (Araujo et
al, 1999). Las especies de hongos que producen redes atrapa nematodos
adhesivas. frecuentemente producen una gran cantidad de conidias y'o esporas

resistentes (clamidosporas) las cuales tienen una mayvor probabilidad de ser



ingeridos por los animales en pastoreo y subsecuentemente sobrevivir el paso a
través del tracto gastrointestinal de estos anmimales. situacion altamente ventajosa.
en comparacion a aquellos hongos que producen menos esporas, que se dispersan
solo mediante una estrecha asociacion con el nematodos infectado y carecen de
esporas resistentes. Probablemente. el factor mas importante, es la produccion de
un gran nimero de clamidosporas resistentes. lo que determinaria su éxito y
sobrevivencia a través del tracto digestivo de los animales (Gronvold, et al, 1993

Larsen, et al. 1994: Faedo, ¢t al, 1998; Larsen. 1999; Araujo et al. 1999).

La practica mas usada en el control de nematodos parasitos de animales es
la administracién oral de material fangico, incorporandolo directamente en ¢l
alimento. o mezclado con melaza o incorporado en el agua de beber (Manuch,
1998; Waller, 1998: Aradjo ct al, 1999) Después este material pasa a traves del
tracto gastrointestinal de los animales y es eliminado al medio ambiente. junto
con los huevos de los parasitos en las fecas frescas, el material fecal es
colonizado por estos hongos v al entrar en contacto con las larvas recién
eclosionadas, promueven la produceion de trampas, capturando y matando estos
estados infectivos de los nematodos (Araujo et al, 1999). En consecuencia la real
potencialidad de un candidato de control de nematodos parasitos esta dada por
varias caracteristicas, formacion de estructuras resistentes, sobrevivencia de ¢stas
a las condiciones del tracto digestivo (actividad enzimatica. pH. anaerobiosis).
viabilidad y acciéon depredadora de los estados infectivos en el medio, fecas y

estrato herbaceo (Waller, 1998; Araujo et al, 1999, Larsen, 1999)
1

IDENTIFICACION

Los hongos atrapa-nematodos comprenden un vasto grupo de unas 150 especies
descritas. pertenecen a la Clase: Hyphomycetes, con numerosos generos, de los

cuales. seis son los de mayor investigacion  en control de parasitos:
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Duddingtonia.  Arthrobotrys, Dactylella, Geniculifera,  Monacrosporium,

Nematoctonus. (Liou and Tzean. 1997).

Existe variadas técnicas para el aislamientc de hongos endoparasitos v
predatores
(Persmark et al, 1992). Pero la mas ampliamente usada es la descrita por Larsen
et al, (1991). Consiste en tomar muestras fccales o de suelo, que son mezcladas
con agar agua vy antibioticos para inhibir el crecimmento bacteriano y sobre este
medio se inoculan nematodos que actuaran como senuelo, puede ser un cultivo
puro de algun nematodo del suelo, o larvas de tercer estado de nematodos
parasitos. El uso de nemdtodos del suelo como cebos, junto con estimular la
actividad de los hongos atrapa nematodos, también, estimula la actividad de los
hongos endoparasitos. En cambio, st se emplean larvas de nematodos de tercer
estado como cebos, por ejemplo nematodos entomopatogenos, solo los hongos
formadores de trampas. los predadores pueden ser estimulados y atrapados.

Aun cuando los nematodos entomopatogenos son patogenos obligados de
insectos en la naturaleza, ellos son altamente susceptibles a hongos atrapa
nematodos, debidos a que su estado juvenil infectivo se produce fucra del
hospedero, en el suclo, donde puede persistir hasta encontrar un nuevo
hospedero. Ademas estos nematodos son muy activos y de larga vida, requisito
importante ya que se requiere que estén vivos durante todo el periodo de
observacidn (generalmente3- 4 semanas) y en ciertas oportunidades se necesita
una re-colonizacion de nematodos para obtener un mayor estimulo de los hongos

(Jaftfee, et al, 1996; Koppenhdfer. et al, 1997;)

Una vez realizada una observacion positiva de un hongo nematofago, lo siguiente
es tener un cultivo puro del hongo, para el desarrollo e identificacion de
conidhidforos v conidias, En ¢l caso de los hongos endoparasitos. estos no
producen conididforos v conidias sobre la superticie del agar, por lo tanto con

este metodo no es posible su mislamiento. (Larsen and Faedo. 1998)



La identificacion de los hongos atrapa nemitodos se puede realizar
directamente de los cultivos puros. Para su identificacion se emplean sus
caracteristicas mas importantes como son: morfologia de los conidioforos vy
conidias; la presencia y/o ausencia de clamidosporas. que es usado como caricter
secundario, debido a que estas estructuras se ven afectadas por los tipos de

medios y temperaturas.(Cooke & Godfrey, 1964: Barron, 1977 ).

USO DE HONGOS NEMATOFAGOS EN EL CONTROL DE
NEMATODOS

Existen numerosas evidencias que indican que bajo condiciones naturales
0 en cspecies de animales expenimentales, los hongos nematdfagos constituyen
bucnos agentes de control biologico. Se ha demostrado que practicamente todos
los nematodos pardsitos importantes de las diferentes especies de ganado pueden
ser exitosamente controlados (Larsen, 1999)

El andlisis de fecas frescas de vacunos, ovejas y caballos, han mostrado
una excrecion natural de esporas de hongos nematofagos. La vasta mayvoria de los
hongos encontrados pertenecen al grupo de los predadores y formadores de redes

adhesivas (Larsen et al, 1994: Padiiha et al, 1998).

Numerosos aislados de hongos atrapa nematodos han sido evaluados y
seleccionados de acuerdo a su capacidad controladora de los estados de vida hibre
de nematodos parasitos de animales, los resultados indican tres principales
géneros de hongos nematofagos, Arthrobotryvs, Duddingtonia y Monacrosporium.
De éstos. el primero es el mas numeroso. con ocho especies formadoras de redes
adhesivas y dos con anillos o protuberancias adhesivas. Monacrosporium cuenta

con dos especies formadoras de redes v cmco claboradoras de anillos,

protuberancias o columnas  adhesivas  Duddingtonia es  un género



monoespecifico, con la especie D, flagrans formadora de redes adhesivas de
hifas tridimensionales. ademds produce gran cantidad de esporas de pared

resistente (clamidosporas) (Liou and Tzean. 1997).

Existen vanados factores como niveles de nutrientes, temperatura vy
densidad de larvas L3 que afectan la accion y produccion de estructuras trampas
en estos hongos nematofagos A. oligospora. D. flagrans y M megalosporum . Los
tres factores afectan significativamente el numero de larvas atrapadas por A.
oligospora y M megalosporum. Concentraciones decrecientes de nutrientes
resultan en un incremento en la produccion de trampas v captura por estos dos
hongos. pero la disponibilidad de nutrientes no afecta a D. flagrans. Los tres
hongos tienen similares respuestas  a las temperaturas, con un aumento en la
formacion de estructuras v captura de nemitodos. en sus correspondientes
temperaturas  Optimas  de  crecimiento, A oligospora  (20°-25°C), M.
megalosporum (25°-28°C) vy D. flagrans (25°-33°C). Asi tambicn, los tres son
denso dependientes de la densidad de larvas en relacion al porcentaje de captura
de larvas. encontrando una efecto mayor en D. flagrans que en M. megalosporum
y significativamente menor en 4. oligospora. (Morgan et al, 1997).

Tales comportamientos son relevantes en la eleccion de hongos como agentes de
control biologico, va que diferentes hongos se comportan mejor bajo diferentes
condiciones ambiéntales. Esto también indica que ¢l hecho que se utilicen los
MISMOs mecanismos para atrapar nematodos, no necesariamente los mismos
factores seran importantes para cada hongo. La formacion de trampas e¢s una
respuesta compleja a las necesidades individuales de cada hongo. mas que a la
simple respuesta de estimulos exdgenos. Cada hongo puede tener su propio set de
condiciones ambientales bajo las cuales se comporta eficientemente como
controlador. En consecuencia es importante aislar hongos nematofagos de
diferentes zonas, donde estan adaptados a ciertas condiciones 0 nichos ecologico,

de manera de poder definir a través de ensayos cual de estos aislados es ¢l mas



adecuado para utilizar como agente de control biologico, bajo determinadas

condiciones naturales (Larsen et al, 1991; Araujo ct al. 1999).

Numerosos estudios han determinado la capacidad de diferentes especies
de hongos atrapa nematodos en su interaccion y capacidad de atrapar varios
pardsitos gastrointestinales de ganado, tanto en ensayos in vitro, en agar y fecas,

como 1 vivo en animales en pastoreo

Se han realizado ensayos con 4. oligospora, hongo que crece
saprofiticamente, produciendo abundante micelio vegetativo, pomiéndolo en
contacto con nematodos cebo. obteniéndose luego de seis horas la formacion de
organos trampa, redes adhesivas. Conjuntamente se evalud la capacidad de este
hongo de inducir estas estructuras en presencia de larvas L3 de € oncophliora,
Dictvocaulus viviparus, C. curticet, Haemonchus contortus, Cvathostomaa spp,
Oesphagostomum dentatum y Nematospiroides dubius. Los resultados sugieren
que los nematodos con alta movilidad son los mas eficientes en la induccion de
organos atrapadores (Nansen, et al, 1996). Razon por la que nematodos
entomopatdgenos  de los géneros Steinernema y Heterorhabditis son utilizados
como trampas y forma de incrementar la posibilidad de atrapar hongos
nematdfagos, y en particular predadores. (Jaffee et al, 1998, Koppenhéfer et al,
1997)

[La captura de nematodos por las hifas que forman las redes, es seguida por
la penetracion de la cuticula de los nematodos, después de una hora, formando un
bulbo infectivo en el interior del nemitodo. produciéndose un abundante
crectmiento de hifas que terminan cubriendo el cuerpo del nematodo. Una ver
producida la penetracion del hongo. los movimientos del nematodo son inhibidos,
producto de la hiberacion de nematoxinas de 4. oligospora (1 arsen et al, 1991,

1992)
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La posibilidad de evaluar este hongo en cl control de estados pre-
parasiticos de Ostertagia ostertagi y Cooperia oncophora en fecas de ganado.
mezclando directamente el hongo con las fecas. indicd que se requiere de una
concentracion de por lo menos 250 conidias de 4. o/igospora por gramo de fecas
para reducir de forma significativa el ndmero de larvas parasitas (Gronvold. et al,
1985). Aplicaciones de 4. oligospora. reproducido en granos partidos de maiz, en
ensavyos con fecas en pradera, resultaron en un 86% de reduccion de larvas L3 de
C. oncophora en el estrato herbaceo que rodeaba a las fecas, en comparacion con
¢l namero de larvas colectadas en la hierba proxima a fecas sin el hongo

(Gronvold, et al, 1989).

El efecto de introducir hongos atrapa nematodos en las fecas frescas, a
través de la incorporacion en la alimentacion de los animales de material
fingico. ha sido ampliamente investigado. En Rusia, se mostrd que cepas locales
de 4. oligospora son capaces de crecer y atrapar nematodos después de atravesar
el tracto gastromntestinal de asnos (Soprunov, 1958). Estudios en Francia proveen
resultados diferentes, sefialando que A. efigospora v Dactylella bembicoides son
destruidas en el tracto alimentario tanto en caballos como cerdos. Sin embargo,
Dactylaria candida, Arthobotrys musiformis, A. tortor { Gronvold, et al, 1985) y
Duddingtonia flagrans (Larsen, et al 1995, Gronvold, et al, 2000) sobreviven ¢l
paso a través del tracto gastrointestinal de ovejas y cabras. En otros trabajos se ha
indicado que A oligospora no sobrevive el paso en vacunos, cabras y cerdos, ¢
incluso intentando recubrir o proteger ¢l hongo durante su paso digestivo, los que
no ha dado buenos resultados. Situacion que han motivado a la busqueda de

nuevos y mejores hongos (Larsen etal, 1991, 1992).

El efecto de dos aislados de D. flagrans c¢n la reduccion de larvas de
estados libres de Dictvocandus viviparos en bovino, fue registrado in vitro, donde
ambos aislados reducen significativamente ¢l ntmero de estados nlectivos en

cultivos fecales con dos dosis de clamidosporas por gramo de fecas, 6250



12500 clamidosporas/gramo. Pero, al evaluar su accion sobre O, ostertagi y €
oncophora, uno de los aislados exhibio una mayor capacidad reductora de las
larvas, incluso con la dosis mas baja de clamidosporas (Fernandez, et al, 1999),
Clamidosporas de D. flagrans, en suspension a una concentracién de 10
clamidosporas'ml . se administraron a muestras fecales de ganado bovino
infectadas con D. viviparus. cada muestra fecal recibid 10 ml de la suspension del
hongo, lo que significé en aproximadamente 50000 clamidosporas/gramo.
produciendo una significativa reduccion del numero de larvas infectiva, 86%., en

comparacion con ¢l control. sin clamidosporas (Henriksen et al. 1997).

La habihidad de dos especies de hongos nematofagos Arthobotrys
oligospora y Duddingtoniaa flagrans para control del desarrollo de larvas
infectivas en fecas de caballos infectados naturalmente, a las que se les adiciond
un namero conocidos de esporas por huevo de parasito. El porcentaje de
reduccion de larvas infectivas a una concentracion de 1 espora por huevo fue de
40,55% y 31.1%, mientras que a 100 esporas por huevo resulto en 95.8% y 93,9%,
de reduccion para A. oligospora v D. flagrans, respectivamente. (Bird and Herd.

1995).

En ovejas, hongos nematofagos han sido aislados de fecas frescas (Larsen
et al, 1994). Varios experimentos han confirmado que solo un namero hmitado de
especies de hongos, pueden sobrevivir el paso a través del tracto digestivo, en
numero suficiente, capaz de reducir el numero de larvas parasitos ( Larsen et al.
1994, Waller et al, 1994, Larsen et al, 1996; Waller et al, 1998, Larsen, 1999),

Waller, et al. (1994) demostro que solo especies de hongos de los géneros
Arthrobotrys v Duddingtonia, formadores de redes adhesivas, poseian la
capacidad de resistir ¢l paso digestivo. en ovejas, cuando eran alimentados
oralmente con los hongos.

Evaluaciones realizadas en relacion al control de larvas infectivas a nivel

fecal en ovinos, a los que se les suministio diferentes dosis de D flagrans en L
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dieta, senalan que dosis altas de 5x10° esporas’Kg peso logran un rango de
reduccion de 82.8 a 99.7% de larvas fecales (Pena et al, 2002)

Estudio de dos especies de Arthrobotrys aisladas de ovejas y terneros,
ademas capaces de sobrevivir el paso digestivo 4. musiformis y A cladodes. La
primera fue colectada al 3 y 4 dia en terneros, despucs de consumir el hongo en
granos de maiz, reduciendo el nimero de estados infectivos en cultivos de fecas
en un 99%. 4 cladodes, consumido como suspension de conidias (23 millones y
150 millones). fueron colectadas en las fecas después de 20 horas de ser ingendo,
pero resultaron ser menos exitosas en reducir ¢l nimero de larvas (Padilha,

1098).

Larsen, et al (1991), demostraron que la incubacién en el fluido ruminal
reduce la sobrevivencia fungica. Sin embargo, un range de aislados de hongos
atrapa nematodos de suelos y compost son capaces de sobrevivir estas
condiciones que smmulan el paso gastrointestinal de ganado. Diez de estos
aisiados fueron dados a terncros para evaluar su sobrevivencia y comportamiento
después de su paso por el tracto digestivo (Larsen. et al,1992) Tres arslados
fueron seleccionados para un ensayo, uno 4. oligospora y dos D. flagrans, se
cultivaron en granos de cebada y se dieron a terneros, las fecas de éstos y de los
animales control, sin el hongo, se depositaron en la pradera con un numero
comparable de huevos de pardsitos. El aislado de A. oligospora, no mostrd un
efecto significativo, en cambio los dos aislados de D. flagrans fueron altamente
efectivos, resultando en un 74 a 85% de reduccion de larvas de  O. ostertagi
transmitidas al estrato herbiceo desde las fecas provenientes de animales tratados

con estos dos hongos,

En experimentos in vivo se probaron seis aislados de hongos atrapa
nematodos, de los géneras 1rthrobotrys vy tres Monacrosporium en su capacidad
de pasar a través del tracto gastrointestinal de terneros y atrapar los estados

infectivos del parasito Haomonchus placer Lucgo de administrar oralmente las
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conidias y micelio de los aislados a los animales, se determind que tres aislados
de Arthrobotrys y uno de Monacrosporium, pasan el tracto gastrointestinal,
demostrando ademas su viabilidad de atrapar las larvas infectivas de /1 placer.
Colectando los hongos nematdtagos en las fecas, después de 15 a 110 hora, luego
de su administracion oral. (Araujo et al, 1999). Waller et al, (1994) demostré que
el tiempo promedio usado en el paso de las comdias a traves del sistemas

digestivo de bovinos después de la administracion oral es de 24 horas.

En otro ensayo Gronvold, et al, (1989), uso dos grupos de fecas
provenientes de terneros, ambas con la misma cantidad de huevos de Ostertagia
ostertagi, a uno de los grupos se le agregd 0.25 gramos de miceho de A
oligospora por kilogramo de fecas y el otro sin tratamiento, control. Ambos
grupos se  depositaron en dos comparables sistemas  de  praderas.
Subsecuentemente, dos grupos iguales de termeros fueron puestas a pastorear en
cada sector por un periodo de dos meses al final del cual, el nimero de larvas 1.3
0. ostertagi en las fecas imoculadas con el hongo, se redujeron en promedio en un
42% vy las larvas infectivas en las hierbas en alrededor de un 50 a 719%,
comparado con las fecas v hierbas de las pradera en los bloques no tratados. Al
final del periodo de pastoreo, las vacas de los bloques con fecas imoculadas
habian adquinido un 37% menos de parasitos que los animales de los bloques

control.

Variados trabajos en el uso de hongos nematofagos para reducir los
estados infectivos en praderas y como una posibilidad de control a la resistencia
de nematodos se han realizado en Brasil. Numerosas especies de hongos atrapa
nematodos han sido aisladas e identificadas de fecas de ovejas y terneros, de ellas
10 aslados de los géncros Arthrobotrys, Monacrosporium, Harposporium vy
Dactyiaria, fucron seleccionadas en su capacidad de  sobrevivir el tracto
gastrointestinal (Padilha, 1998). Bioensayos in vitro. para evaluar el control de

larvas de 7richostrogilous en fecas de ovejas v temer os, indican gue adicionando
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300000 conidias por gramo de fecas provoca una reduccion de 99.53% de larvas

de Trichostrongilus comparadas con el grupo control (Charles et al. 1996).

Estudios posteriores sefialan a D. flagrans es el controlador mas eficiente,
en ¢l sentido que cumple una serie de requerimientos, las esporas no germmnan en
¢l animal y no tiene efectos negativos en los animales después de su ingesta y las
esporas ingeridas en este caso, por caballos, dos veces al dia y mezcladas con
granos de cebada, atraviesan el tracto digestivo controlando con gran eficiencia,
en promedio, 88% del nimero de larvas 1.3 de cyathostomas en praderas, ademés

de mantener su actividad en el tiempo (Kiei and Baudena, 1999).

Este hongo puede ser cultivado en sustratos solidos apropiados, de donde
se extraen las clamidosporas v se les da a ingerir a ovejas, novillos, caballos y
otros animales, pasando el tracto intestinal y germinando en las fecas depositadas

(Larsen and Faedo, 1998)

Ensayos con D, flagrans, reproducido en cebada. fueron ofrecidos a un
grupo de terneros en pastoreo durante sus dos primeros meses de pastorco, Otro
grupo de similares caracteristicas, se les dio cebada pero sin ¢l hongo. Ambos
grupos fueron infectados con parasitos durante sus dos meses de pastoreo. El
promedio de larvas infectivas en el estrato herbaceo de la pradera se redujo en un
66% en la pradera con animales tratados con D. flagrans. Ademas de una
reduccion de un 54% de los huevos fecales en este grupo y al final del ensayo, el
peso promedio de estos animales fue 23 Kg. mas alto que el peso promedio de los
animales del grupo control (Gronvol et al, 1993).

Similares resultados fueron obtenidos en la reduccion de huevos a nivel
fecal y ganancia de peso en ovejas mermo. a las que se les suministro 107
clamidosporas por peso animal, mezcladas con 200 gramos dc avena por un

periodo de 6 meses (Knox and Faedo, 2001)



D. flagrans fue ensayada in vivo en ovejas para determinar su capacidad
de sobrevivencia a través del tracto gastrointestinal. El hongo fue aislado de las
fecas frescas v luego fue reproducido y administrado en dosis de 5 x10° y 10°
clamidosporas‘dia resultando en un 830% de reduccion del numero de larvas
infectivas de Trichostrongvius colubriformis en fecas (Larsen, et al, 1998).

Baudena, et al. (2000) determind la eficiencia de D). flagrans en la
reduccion de larvas de cyastostomas en la pradera, dando a ingerir a los animales,
diariamente y por cuatro dias el hongo, en dosis de 10" esporas por kg ' del
animal. Dosis efectiva en ensayos con ganado v caballos (Larsen et al, 1995;
Nansen et al. 1995: Fernandez et al. 1999). Determinando una reduccion

significativa de larvas L3 en la pradera (66-99%).

En México. aislados de D. flagran y Arthrobotrys, resistentes al paso
digestivo de animales. fueron evaluados en ovejas infectadas con H. contortus,
dandoles a ingerir los hongos en una suspension acuosa de conidias, las que
redujeron significativamente ¢l porcentaje de larvas en fecas comparadas con cl

grupo control sin hongos (Mendoza et al. 1996, Llerandi y Mendoza, 1997).

D. flagrans reduce la poblacion de larvas infectivas de Zrichostrongylus
colubriformis en ovejas en pastoreo, luego de pasar por el tracto digestivo.
Ovejas Merino fueron inoculadas con clamidosporas del hongo, via infusion
intra-ruminal a una tasa de 5 millones de clamidosporas‘ovejadia y las fecas
luego fueron colectadas y depositadas en la pradera. El numero de larvas
colectadas de las fecas y pasto fue significativamente menor que cn control sin ¢l
hongo (Faedo, 1995).

Un estudio de cerdos criados en praderas e infectados con
Oesophagostomum dentatum y Hyostrongvius rubidus y alimentados con una
dosis diana de D. flagrans por dos meses provocan una disminucion significativa
de ambas especies de pardsitos en sus estados infectivos en el estrato herbiaceo

-

(Nansen. ct al, 1996)



En Fip algunos trabajos con ovejas indican que suplementar ovejas en
pastoreo con clamidosporas de D. flagrans  pueden proveer control de
Hcontortus y otros  importantes nematodos  parasitos  (Manueli, 1998).
Conjuntamente el uso de modelos matematicos para ¢l control bioldgico de larvas
en ovejas. sugieren que una reduccion de un 75% de larvas en el campo por al
menos 60 dias puede proveer 1gual o mejor control que dosis convencionales de
antihelminticos ( Barnes et al. 1995).

Corderos mestizos Dorset  parasitados naturalmente, recibicron D.
flagrans ( 10" clamidosporas’kg/cordero/dia) mezclado con cebada, el grupo
control de corderos solo recibio cebada, durante 4 meses. El desarrollo de larvas
de Ostertagia/Trichostrongyvlus spp en cultivo fecal fue de 1-28% en el grupo
alimentado con hongo. comparado con 60 a 80% en el grupo control. En la
pradera, ¢l recuento de larvas de Ostertagia/Trichostrongylus spp fue de 930 y
4400 L3’kg en empastadas en el grupo alimentade con hongo v sm ¢l
respectivamente. Para Nematodirus spp los valores fueron 7200 y 11600 L3/kg,
respectivamente. Conjuntamente el namero de Ostertagia spp fue 62% menos en
el grupo con el hongo comparado al grupo no tratado, Luego fuero mtroducidos
corderos trazadores en cada sector del ensayo por 3 semanas. La carga parasitaria
de los animales trazadores en ¢l sector donde estaban los corderos alimentados
con ¢l hongo, fue reducida en un 86% comparado con el grupe control, de igual
mancra se observo una reduccion en el conteo abomasal de parasitos.
Concluyendo que dosis de D. flagrans en ovejas en pastoreo pucden limitar la
contaminacion de la pradera y la carga parasitaria de los amimales (Gihliga.
1997).

Evaluaciones sobre el comportamiento de los hongos nematofagos
incorporados en dispositivos de administracion, como blogues minerales y
capsulas de digestion lenta, para el control de estados mfectivos de larvas de
nematodos parasitos en ovejas, los indican como una posibihdad para el
desarrollo de una metodologia de control biologico de parasitos animales (Waller

et al, 2001 a.b).
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Los diversos antecedentes e mvestigaciones realizadas, sustentan el uso de
hongos nematofagos como agentes de control biologico de los principales
nematodos pardsitos de animales. La utilizacion de tales agentes de control, si
bien pueden operar sobre un amplio rango de condiciones. es necesario conocer
y evaluar aquellos factores o requerimientos bioldgicos y ambientales que
determinan su comportamiento optimo como controladores tanto a nivel
experimental como productivo.

2. Aspectos metodologicos del proyecto:

Descripeion de la metodologia efectivamente utilizada.

1- Aislamiento de hongos atrapa nematodos

Fn las zonas donde se realizo el proyecto, Estancia Josefina en Punta
Arenas v la unidad experimental en el centro experimental de la Corporacion
CET en Colina, se reahizaron andlisis de muestras fecales de ovinos, necesarios
para aislar y caracterizar los hongos nematdtagos encontrados en estas zonas
agroecologicas. En la central demostrativa de Colina se introdujeron 7 ovejas con
el proyecto y se completo un rebafio de 10 ovinos en pastoreo para obtencion de
fecas y de liquido ruminal, este ultimo para la realizacion del mctodo de Tilley
Terrv. con el que se evalud in vitro la resistencia de las esporas de 4. oligospora a

la fermentacion ruminal y gastrica en rumiantes.

1.0 Definicion de las dreas donde se efectuaron las colectas de material
fecal, para aislamiento de los hongos. Los lugares donde se obtuvieron las
muestras fucron zonas de pastoreo y de dormidero de los rebanos utilizados en
la temporada en que se realizo el estudio. de esta manera de colectaron fecas

frescas y representativas del estado coproparasitario de los animales.



1.1 Obtencion de muestras fecales

Se tomaron muestras fecales de animales de los predios en  estudio, de
acuerdo a la metodologia descrita por Larsen et al, (1994). I'stas muestras fueron
colectadas mensualmente de animales (ovinos) sin tratamientos antiparasitarios y
consistieron en muestras compuestas de fecas frescas. réctales. las que se
guardaron en bolsas de polipropileno a 4°C hasta su uso. Esta actividad se realizo

durante las 4 estaciones del afo

1.2 Aislamiento de larvas de nematodos: En reemplazo del método
propuesto originalmente, de reproduccion de Galleria melonella (L). lepidoptero
hospedero para el aislamiento y reproduccion de nematodos entomopatogenos,
los que actuarian como cebo para hongos nematofagos. Se desarrollo un sistema
para la obtencion de larvas de nematodos animales que permitio Ia obtencion
masiva de ellas. El método consistio en la incubacion, por una semana a 28°C de
fecas réctales de bovinos parasitados, de manera de obtener larvas por la eclosion
de los huevos presentes en el contenido fecal. Una vez que las larvas mician su
eclosion se toman fracciones de 10 gramos de fecas y se depositan sobre vidrio
reloj invertido, cubierto por papel filtro, ¢l que se introduce en una placa petri con
agua estéril, las larvas migran activamente desde las fecas al agua siguiendo el
gradiente de humedad, Diartamente se retiran las larvas y se depositan en vaso

precipitado y se mantienen en refrigeracion hasta su uso.

1.4  Aislamiento de Hongos Nematofagos predatores de cada localidad.
Los hongos nematofagos se obtuvieron por medio del contacto de las larvas de
nematodos (cebos) con cultivo agar-fecas. De acuerdo a la metodologia descrita
por Araujo et al. (1999) y Larsen et al, (1994)

Para cada una de les locahidades donde se reahzo el proyecto. se tomaron
submuestras fecales (1-3gr) de las muestras previamente colectadas v

almacenadas en frio, s¢ molicron en un mortero de foza y se depositaron sobre



agar agua al 2% mas 0.02% de tetraciclina (w+v) para suprimir el crecimiento
bacteriano (El agar se esterilizo a 120°C por 15 minutos). Sobre este medio con
fecas sc¢ agregaron las larvas de nematodos, en numero de 1000 L3 en
suspension de agua destilada. de acuerdo a lo indicado por Jaffee et al, (1996) y
se incubaron por unas 15 dias a 20-25°C. evaluando semanalmente las placas en
estéreo microscopio a 65x - 200x de aumento. si se observaba un bajo numero de
nematodos atrapados o baja produccion de conidioforos, se remfestaba
nuevamente ¢l medio con nematodos. Los aislados de los hongos obtenidos se
hacen crecer en placas con CMA (agar harina de maiz) y se incuban a 25°C por

10 dias. Esta actividad se realizo permanentemente durante todo el proyecto

1.5 Identificacion de los hongos atrapa nematodos

Los hongos nematofagos de cada locahdad fueron detectados por sus
caracteristicas morfologicas, conidioforos, conidias y estructuras trampa, los
conidios s¢ transfineron a un medio de cultivo agar harina de maiz y se incubaron
a 25°C, para lucgo identificarlos en base a claves (Cooke & Godfrey, 1964,
Barron, 1977; Rubner, 1996). Los diferentes aislados se mantuvieron en tubos de
agar dextrosa (2%PDA) a 4°C en oscuridad. La clasificaciones sistematicas
definitivas se realizaron en el Departamento de Micologia de la Facultad de de

Medicina de la Universidad de Valparaiso

1.6 Evaluacion in vitro de la actividad predadora de los hongos

nematofagos sobre larvas de nematodos.

Los diferentes hongos nematofagos aislados a partir del punto 1.4 y sembrados en
placa petri con CMA, son puestos en contacto con 1000 larvas de nematodos 1.3,
las que previamente son lavadas y centrifugadas por 3 min. a 1000rmp. Las

placas fueron mcubadas a 25°C y cada 24 horas fueron observadas bajo lupa y el
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numero de¢ nematodos vivos contabilizados. Se realizaron tres réplicas para cada

aslado v los datos evaluados por andlisis de vananza.

2 Reproduccion masiva de los aislados de hongos depredadores
| a produccion masiva de los diferentes hongos predadores aislados. se realizd en
sustratos estériles de cereales. Esto permitio contar con cantidades de matenal

fingico, necesarios para los ensavos a nivel de campo.

2.0 La reproduccion masiva del material fungico se realizo siguiendo la
metodologia de Gronvold et al, (1993) Esta puede realizarse en varios tipos de
sustratos como avena, cebada, arroz o maiz, los que se humedecieron con agua y
se esterilizaron a 120°C por 45 minutos, luego se sembré sobre el sustrato el
hongo, proveniente de un cultivo puro en agar. Se incubd por 2 a 4 semanas a 20-
30°C. Al final de la incubacion se determing la presencia de clamidosporas o de

conidias mediante su recuento en hemocitometro.

2.1  Control de calidad del biopreparado
El control de cahdad del biopreparado se realizo en cada uno de los aislados de
hongos, para lograr una estandarizacion del producto antes de usarlo a nivel de

campo

2.1.1 Determinacion de pureza.

Se observo permanentemente  la totahidad de la produccion para la deteccidn de
agentes contaminantes. principalmente otros hongos. Conjuntamente se evaluo el
2% de cada produccion y aislado para sembrarlo directamente ¢n agar papa

dextrosa, se incubaron a 25°C y se¢ observo la presencia de contaminantes.



2.1.2 Determinacion de concentracion de conidias.

Del 2¢4 de la produccion y de cada aislado de tomaron muestras del sustrato con
el hongo, se molieron y se homogenizaron. Se pesd un gramo de la muestra y se
suspendid en 10 ml de agua destilada estéril, se dejo reposar por una hora. Luego
se agito y de dejo reposar por 30 minutos, se extrajo ¢l sobrenadante y se agrego
una gota de (Tween —80, 0.1%) y se realizo el conteo de esporas en camara de

Neubauer. Se debe tener una concentracion no menor a 19° conidias/ml

2.1.3 Determinacion de la viabilidad de las esporas

A partir de la muestra liquida antenor se suspendid 1 ml en 9 ml de agua estéril.
Depositando una  gota sobre medio de cultivo, previamente sohdificado sobre un
portaobjeto, se incuba a 25°C por 48-72 horas y s¢ observd con microscopio un
numero de 100 comdias y de ¢stas las germinadas. Se debe tener un 95%6-100%

de germinacion.

L Evaluacion in vitro e in vivo del efecto de los procesos digestivos de

ovinos, sobre la viabilidad de las conidias de hongos nematofagos.

3.0 Evaluacion in vitro del grado de viabilidad de los hongos atrapa

nematodos luego de ser sometidos al método de Tilley Terry.

Se evalud in vitro la viabilidad de las esporas de los hongos predadores,
respecto de su capacidad de transito a traves del tracto gastrointestinal, por medio
del test de Tilley Terry. Con este método se establecio in vitro que porcentaje de
esporas o clamidosporas viables s¢ obtiene luego de la aplicacion del mctodo de
Tilley Terry. Este sistema permitid estimar in vitro ¢l paso de esporas viables a

traveés del hiquido ruminal v de la digestion acida (Wolstrup. et al. 1996) En este



sistema se utilizara una dosis inicial de 10 esporas o clamidosporas'ml  de

cultivos onginados en cada zona del ensayo

Digestibilidad «in vitro». Este método aplicado se refiere a una téenica
biologica de laboratorio que pretende simular las condiciones existentes en cl
rumen. Para ello se sometié una muestra de peso conocido a incubacion
conteniendo licor ruminal extraido de un animal provisto de una canula ruminal;
de donde se extrae contenido ruminal que se decanta para obtener el licor ruminal
con su contenido de microorganismos. Este se mezcla una cantidad conocida de
muestra. en donde se¢ burbujea CO; y se cierra con un tapon Bunsen. Este se
caracteriza por tener una valvula que permite que salga el exceso de gas que se
produce en la digestion ruminal en el interior del tubo. A partir del residuo
decantado y luego de ser incubado por un cierto tiempo se determina la fraccion
insoluble, que corresponderia a la porcion mdigestible. Conociendo la cantidad
de muestra incorporada, que en este caso correspondid a esporas en sustrato
solido consumidas por el animal y restandole a esta la porcion indigestible, que
corresponderia a heces fecales, se puede conocer la digestibilidad de la materia
seca 0 materia organica y en el caso del ensayo se evaluo la perdida de esporas
por el efecto de la digestion ruminal. Los valores se corrigen posteriormente con

el residuo obtenido del imoculo del licor ruminal solo.

En el caso de la técnica «in vitro» lo que no es digerido durante la
incubacion con el licor ruminal se considera como no digestible.  Por ello se
hicieron modificaciones de esta téenica que dio origen a la llamada digestibilidad
«in vitro» de dos etapas. La técnica consiste en extraer una cierta cantidad de
fluido ruminal que se mezcla con la muestra de alimento en la primera etapa de
digestion. Esta es seguida por una segunda etapa donde se solubiliza el residuo
de la primera etapa con una solucién acido-pepsina que simula la digestion en el
abomaso e intestino delgado del alimento v de las proteinas microbiales. Como

sucede con la mayoria de los métodos de evaluacion de forrajes, esta teemca no
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esta disefiada para duphcear o simular completamente las condiciones de rumen,
sIno para tener una estimacion que permita predecir los parametros «n vivor. El
método de dos etapas propuesto por Tilley y Terry (1963) s¢ considera el
precursor de la fermentacion in vitro dividido en dos etapas y generalmente este

es usado como estandar de excelencia para confrontar otros métodos.

3.0.1 Digestion Ruminal.

Se fermentd por 48 hrs el compuesto a analizar en licor rummal (inoculo de
microorganismos  del rumen).  El compuesio evaluado se utilizé  molido
tamizandolo en una malla de de 1 mm para facilitar la accion de los
microorganismos v contar con un contenido de materia seca no menor al 88%.
Esta mezcla de alimento con el licor ruminal v saliva artificial, que no contiene
enzimas, y por lo tanto es una solucion tampon. se mantuvo en baino Maria a 39°C
con una agitacion suave y continua en una atmosfera saturada con CO2 (para

simular las condiciones anacrobicas del rumen).

3.0.2 Digestion Abomasal.

Luego de la fermentacion Ruminal se procedio a realizar una digestion con
acido clorhidrico y pepsina. La diferencia, medida entre ambas muestras (pre y

post digestion in vitro) corresponde al nutriente 0 materia organica digerida.

3.0.3 Evaluacion de la sobrevivencia y viabilidad de los hongos nematéfagos

al término de los procesos digestivos

Al término de cada etapa Jdel método de Tillev Terry (Etapa de digestion con

liguido ruminal v digestion acida), se tomaron 4 muestras de cada ctapa del



proceso v de cada aislado, sembrandolas por dilucion en agar harina de maiz con
antibiaticos, las placas sembradas se incubaran a 25°C por | a 2 semanas hasta
obtener la germinacion de las comidias y cfectuar el recuento de unidades

formadoras de conidias.

Cada ensavo se repitid tres veces, obteniendo el porcentaje de germinacion de
cada aislado del hongo que se ha sometido al método de Tilley Terry, obteniendo
muestras luego de la incubacion con liquido ruminal y de la digestion acida. Los

datos se analizaron por analisis de varianza

3.1 Evaluacion in vivo del grado de viabilidad de las esporas de los
hongos que presentaron ¢l mejor nivel de sobrevivencia y viabilidad en

ensayo in vitro.

3.1.0  Reproduccion de hongos nematofagos

Los aislados que presentaron una alta sobrevivencia en el test de Tilley Terry, se
reprodujeron en sustrato solido y se procedid a realizarles control de calidad

como fue explicado en el punto 2.1,

3.1.1 Establecimiento del ensayo: Parcela de experimentacion Centro de
Educacion y Tecnologia

Durante el periodo de desarrollo de proyecto, se realizaron cuatro ensayos
dirigidos a evaluar diferentes modalidades de incorporacion de los hongos

nematofagos al consumo animal. estos fueron los siguientes:

A) Evaluacion del comportamiento de tres niveles de concentracion de

esporas entregadas por via oral a los animales



B) Evaluacion a wivel de campo de la accion controladora de los hongos
nematofagos  reproducidos en sustrato solido, sobre larvas infectivas de

nematodos.

) Diseio. elaboracion v evaluacion de bloques minerales como vehiculo

de administracion de hongos nematofagos en rumiantes en pastoreo.

D) Diseno v evaluacion del comportamiento de capsulas intrarruminales
de baja digestibilidad, con entrega gradual de los hongos nematofagos
incorporados en su matriz, para el control de nematodos en rumiantes

A) FEvaluacion del comportamiento de tres niveles de concentracion de

esporas entregadas por via oral a los animales

Material fungico:

Para seleccionar in vivo los aislados de hongos nematotagos que lograron
sobrevivir los procesos digestivos in vitro. Se evalud la dosis entregada por via
oral a los ammales en relacion a la capacidad de las esporas incorporadas al tracto
digestivo por via oral. de atravesarlo y controlar los estados infectivos de {os

nematodos en las fecas.

Primer Ensayo: En la primera etapa del trabajo se evaluaron tres dosis o
concentraciones de hongos nematofagos sumimistrados oralmente y en medio
liquido; 10" conidias’kg peso del animal, seialado por varios trabajos como capas
de reductr significativamente el numero de larvas infectivas de nematodos
(Larsen et al. 1995.1999, Fernandez et al. 1999). Las otras dosis evaluadas
correspondieron, a una concentracion superior 107 conidias’ Kg. peso del animal

S & . .
y otra inferior 107 conidias’kg peso animal



Ensayo:

La metodologia empleada, se basa en lo realizado por ( Bird and Herd. 1995:;
Larsen et al. 1996; Araujo et al, 1999)
Este ensayo se realizo en la Central demostrativa del Centro de Educacion y
Tecnologia
Se seleccionaron 12 animales de pesos similares e infectados naturalmente con
nematodos parisitos.
A 4 animales se les suministrd  antiparasitario para que queden libres de
nematodos. a 2 de ellos (G1) se le administré  diariamente en la dieta, el hongo
reproducido en sustrato solido, a una concentracion defimida de contdias’kg de
peso animal, por un periodo de 4 dias.
Los otros 2 animales (G2) no recibieron el hongo. pero se les mantuvo  sin
nematodos con tratamiento antiparasitario (Panacur ), correspondio al grupo
control .
El tercer v cuarto grupo de 4 animales cada uno (G3) y (G4) se mantuvieron sin
el suministro del hongo y sin antiparasitarios., infectados naturalmente por
nematodos.

Al quinto y sexto dia de haber iniciado el suministro de hongos, se
colectaron las muestras de fecas réctales en los grupos de animales, para realizar

el conteo de huevos y larvas fecales

Este ensayo se realizd para cada una de las tres dosis y de los aislados de hongos

que fueron scleccionados en el ensayo in vitro
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3.1.2 Fvaluacion de la capacidad de las esporas excretadas en las fecas de
reducir ¢l numero de larvas infectivas, a través del conteo de huevos v larvas

por gramo de fecas

e Conteo del niamero de huevos por gramo de fecas en animales con

tratamiento con el hongo y sin €l

Al quinto v sexto dia de haber iniciado el suministro de hongos, se
colectaron las fecas réctales de cada animal, para realizar el conteo de huevos
por gramo de fecas. De cada ammal 3 submuestras se usaron para determinar el
numero de huevos por gramo fecas, de acuerdo al método de Mac Master. [ista
téenica, de concentracion cuantitativa es muy utilizada y esta compuesta por los
siguientes pasos:

e Pesar 2 grs. de heces fecales, que se mezclan con 60 grs. de solucion salina
de CINa en vaso precipitado.

e Pasar la suspension a través de un tamiz de malla fina apretando el residuo
cuidadosamente.

e Agitar la suspension vigorosamente para obtener una suspension
homogénea de los huevos.

e Por medio de una pipeta Pasteur de punta fina se llenan las camaras de
conteo de la célula, teniendo la misma ligeramente inclinada. La célula de
conteo tiene dos camaras, cada una con una superficie de 10 x 10 mm y un
espacio de 1.5 mm entre la camara vy la lamina que los cubre, por lo que
puede contener 1.5 ml de suspension cada una de las cdmaras. Al sumar
los huevos o los quistes observados para cada especie o género de parasito,
en cada camara se obtienc un valor que es multiplicado por cien que
represente el factor de correccion. El resultado representa el namero de
huevos por gramo de heces fecales (h.p.g.) u ooquistes por gramo de heces

tecales (o.p.g.)  El valor mas bajo que reporta la téenica es cien.



e Estos analisis se realizaron en el Servicio Agricola y Ganadero en el

departamento de parasitologia de la estacion Lo Aguirre.

e Evaluacion del nimero de larvas presentes en cultivo coprologico en

animales con tratamiento con el hongo y sin ¢l

Se tomaron cantidades i1guales (10-40 g) de las fecas colectadas de
Gl(hongo v sin huevos parasitos) v G3 (huevos parasitos), s¢ mezclan v se
realizo un cultivo fecal o coprolégico, para determinar el potencial de reduccion

eramos de fecas

=

de larvas (L3) de las esporas del hongo. Este consiste en tomar 7
mas vermiculita estéril y agua destilada esténl. Se incuba a 25°C por 2 semanas
v luego se colectaron las larvas por medio de la téenica de Baermann y el nimero
de larvas de tercer estadio se determina en triple alicuota. Finalmente s¢ obtiene
el efecto o grado de control del hongo que ha atravesado el tracto digestivo, sabre

las larvas que han eclosionado a partir de los huevos presentes en las fecas.

Luego se realizo la misma operacion que en el punto anterior, pero para animales
sin tratamiento fungico, se mezclan cantidades iguales de fecas de (G3 y G4) y
luego se realiza un cultivo coprologico, para determinar el numero de L3
eclosionadas, a partir del numero conocido de huevos presentes en estos animales
Para ¢l control se realizd lo mismo. nimero de huevos por gramo fecal y cultivo

coprologico si €s necesario.

3.1.3 Evaluacion de la capacidad de los hongos nematofagos, de sobrevivir

el tracto digestivo de los animales, a través del uso de nematodos trampa

A partir de las muestras fecales de cada animal y después de la administracion del
hongo. al 5 v 6 dia. Se extrajeron dos gramos de cada muestra y se incorporaron

en capsulas petrn que contenian 2% agar agua mas antibiotico. Sobre cada



capsula se agregaron 1000 larvas infectivas de nematodos animales vy se incubo
a 25°C por 2 semanas.. observando periodicamente la presencia de conmidias,
conidioforos y estructuras trampas. para confirmar si el aislado del hongo

colectado en las fecas es el mismo que fue ingerido

Esta actividad se realizo para cada una de las tres concentraciones de conmdias
establecidas y para cada aislado de hongo previamente seleccionado en ¢l ensayo
1M Vitro

Para el trabajo con ovinos se establecieron 4 grupos con tres animales cada uno y
con pesos similares. Las evaluaciones en este caso se realizaron en paralelo.
Complementariamente se empled un  ovino, para extraccion del liquido ruminal

que se utilizo en la digestion in vitro,

B) Evaluacion a nivel de campo de la accion controladora de los hongos
nematofagos  reproducidos en sustrato solido, sobre larvas infectivas de

nematodos.
Segundo Ensayo

Se establecid un ensavo con 6 ovinos con un peso medio de 50 Kg, divididos en
dos grupos, tres ammales por grupo pastoreando en una pradera natural. A un
grupo se le suministrd el hongo controlador reproducido en sustrato sdlido, a una
concentracion definida de conidias’kg de peso animal (5g hongo/animal/dia a una
concentracion de 1x10" conidias/g), por un periodo de 28 dias. El hongo se
mezclo con avena ( 200g avena/dia’animal) y se suministrd diarnnamente. El grupo
testigo se alimento de igual manera pero sin el hongo.

Al cuarto dia de summstrado ¢l hongo y finalizado el ensayo, s¢ tomaron

muestras de fecas rectales para determinar:



3.1.2 Evaluacion de la capacidad de las esporas excretadas en las fecas de
reducir el numero de larvas infectivas, a través del conteo de huevos y larvas

por gramo de fecas

Para el recuento del numero de larvas presentes en cultivo fecal o coprologico, para
determinar el potencial de reduccion de larvas (L3) por las esporas del hongo, se
mezclaron 7 gramos de fecas, de cada tratamiento, mas vermiculita esicril y agua
destilada estéril. Se incubaron a 25°C por 2 semanas y luego se colectaron las larvas por
la téenica de Baermann y el numero de larvas de tercer estadio se determind en triple
alicuota. Cada tratamiento se repitio dos veces y cada muestra amimal tuvo tres
repeticiones.

3.1.3 Evaluacion de la capacidad de los hongos nematofagos, de sobrevivir
el tracto digestivo de los animales, a través del uso de nematodos trampa.

La determimacion de la presencia vy sobrevivencia de los hongos en las fecas, se realizo

de acuerdo a la metodologia explicada en este punto en ¢l ensayo anterior.

3.1.4 Evaluacion del efecto de los hongos nematofagos sobre ¢l numero de
larvas presentes en la pradera

Para la evaluacion de las larvas en la pradera se realizo un muestro del estrato
herbaceo y conteo de larvas de acuerdo a lo descrito por Baudena et al (2000). Se
tomaron 200 g de hierbas, siguiendo una ruta en forma de W en la pradera,
cortando las hierbas a ras de suelo. Las muestras se tomaron en cada uno de las
parcelas, con grupo de animales con tratamiento y sin ¢l. Las muestras de pasto
se dejaron en 10 litros de agua por una noche, con adicion de detergente. Luego
el pasto se retird y el liquido se tamizd para remover las particulas de mayor
tamano. Lucgo se dejd reposar por 6 horas. Esto se repite varias veces hasta
reducir el volumen a 50ml, los que son centrifugados a 200 rpm por 30 minutos.
Los nematodos presentes en el precipitado son recuperados por tlotacion ¢n
medio azucarado. Las larvas recuperadas  y nematodos del suelo son entonces
lavados y por medio de conteo de alicuotas sc determina el numero total

recuperado.



(') Diseno, elaboracion y evaluacion de bloques minerales como vehiculo
de administracion de hongos nematéfagos en rumiantes en pastoreo.

Esta presentacion se diseno con posterioridad al inicio del proyecto de
manera de introducir en los sistemas de pastoreo ovino un mecanismo de entrega
permanente del controlador a la masa de animales, para esto se disefio un bloque
mineral a presion que permitié el consumo diario de 30 - 70 gr. del dispositivo de
manera de permitir el consumo de un minimo de 10" esporas por kilogramo de

peso animal.

3.1.4 Diseno, elaboracion y evaluacion de bloques minerales

Se discnaron bloques minerales compuestos por diferentes sustratos, hasta
obtener estructuras homogéneas y compactadas. La mezcla de insumos para la
claboracion de los bloques correspondid a: melaza, cemento, sales minerales v
vitaminas, afrecho. bifosfato de calcio y hongos nematofagos reproducidos en
sustrato solido (avena). Se mezclaron cada uno de estos clementos hasta obtener
una masa homogénea, la que se depositd en un molde plastico por 24 horas, a
temperatura ambiente, luego fue desmoldada y dejada a ambiente por 10-15 dias.

Una vez evaluadas las mezclas v formulaciones en relacion a su
compactacion y sccado, se procedio a elaborar los blogues en una prensa
disenada para tal efecto, con el fin de obtener cubos compactadoes a presion. Esta
maquina permite aplicar una presion de S00 libras por pulgada cuadrada.
determinando ¢l moldeado y resistencia de los bloques. Luego ¢stos se dejaron

secar al aire durante 10 dias.

2. 1.5 Evaluacion del comportamiento de los hongos nematéfagos

incorporados en los bloques
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Una vez secados los bloques, se tomaron muestras de ellos, las que fueron
molidas v luego sembradas en placas con agar agua, para observar crecimiento y
determinar el numero de unidades formadoras de colonias por gramo de bloque.
Se realizaron tres repeticiones por bloque evaluado.

Estos dispositivos se almacenaron a temperatura ambiente por periodos de tres
mesces, realizando evaluaciones de su viabilidad a través del control de calidad, en

forma mensual.

3.1.6 Evaluacion a nivel de campo, con animales en experimentacion, sobre

el nivel de aceptacion v consumo de los bloques

Se scleccionaron 10 animales de pesos similares, a un grupo se le ofrecio
diartamente un bloque mineral de § Kg. con el hongo nematotago icorporado,
de acuerdo a la formulacion con mejores resultados en las evaluaciones
anteriores. A otro grupo (testigo). también de 5 animales se les ofrecio un bioque
con 1guales caracteristicas pero sin el hongo.

Ambos grupos, separados v en pastorco dispusieron permanentemente de un
bloque, controlando diariamente la pérdida de peso de los bloques, en ambos
grupos. para determinar el grado de aceptacion y consumo. Conjuntamente a cada
grupo se les dispuso de bebederos, de manera que ¢l agua no constituyera una
limitante para el consumo del dispositivo. El consumo de los blogues se mantuvo

por 20 dias.

3.1.7 Evaluacion del comportamiento de los hongos nematéofagos,

incorporados en los bloques, al proceso digestivo de ovinos en pastoreo



D) Diseiio y evaluacion del comportamiento de capsulas intrarruminales
de baja digestibilidad, de manera que permita su uso posterior en la entrega
gradual de los hongos nematifagos incorporados, para el control de

nematodos en rumiantes

Cuarto ensayo

3.1.8 Diseno y evaluacion del comportamiento de capsulas intrarruminales

El diseno y desarrollo de bolos mtrarruminales de hiberacién controlada gque permitan la
entrega lenta y sostemida de productos biologicos o sustancias quimicas para el control
de nematodos en rumiantes fue desarrclla por La Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de Chile.

Para el desarrollo de este producto, se diseno v evalud una formulacion con
diferentes excipientes enfocados a la entrega de las esporas del hongo A. oligospora en
forma gradual y sostenida por un pericdo de dos meses.

Los diferentes compuestos empleados en la elaboracion de los bolos intrarruminales
fueron:

a)Resinas acrilicas conocidas bajo el nombre comercial de Eudragit®

b)Sustancias de origen graso conocidas bajo el nombre comercial de: Gelucire®
Precirol®, Compnitol®, Avicel®

¢)Carbohidratos: Lactosa spray dned

d) Minerales: Sullato de bario; Hierro metahico en polvo.

¢) Esporas de Artlirabotryvs oligospoia

1.-Fabricacion de las formulaciones de los bolos intrarruminales

Para la formulacion se emplearon dos métodos; el de compresion y el de fusion:
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utilizando la técnica convencional en la fabncacion de comprimidos, consisiente en una
granulacion v postenior compresion

se fundieron las materias grasas a una temperatura 53°C superior a su punto de fusion. se
le agregaron los componentes que le otorgan densidad v cuando fue procedente, se le
agregaron las esporas en estudio. Luego se esperd a que la masa fundida comenzara a
tomar consistencia y se vacio en un molde de 2 em de diametro y 4 em de alto hasta su

sohdificacion

Densidad de los productos a ensayar

La permanencia de los productos en ¢l rumen amimal, esta condicionada por la
densidad que tenga la formulacion.  De acuerde con la revision bibliografica, es
necesario alcanzar densidades de a lo menos 1,6 g/ee para asegurar que la formulacion
no va a ser expulsada del rumen o por los movimientos inherentes a su actividad. Para
ello se hicieron ensayos con 2 exciprentes: hierro metilico en polve y sulfato de bario,

para obtener la densidad adecuada.

Elaboracion de comprimidos con matrices FEudragit, utilizando hierro como

excipiente para dar la densidad.

Se elaboraron 2 tipos de comprimidos con Eudragit RS: une con una dispersion
homogénea de Eudragit en mezcla con hierto v otro que consistio en un compnudo bicapa.
una de “anclaje”™ formada sustancialmente por lnerro y la capa superior consistente en la matriz
desde la que se produciria la liberacion (BEudragit RS) FEsta altima formulacion presentd el
inconveniente tecnologico de que la adhesion entre ambas capas no fue lo suficientemente
poderosa como para resistir la accion de los medios de disolucion, por lo que al corto tiempo
ambas capas se separaban, perdiendose ¢l efecto de dens:dad buscado
En todo caso, ninguna de las formulaciones fue capaz de resistiv en el medio de disolucidn por
mas de 3 dias, lo que claramente senala que con el uso de este excipiente no se logra el objetivo

planteado erizinalmente.

Elaboracion de cilindros obtenidos por fusion con matrices Gelucire, utilizando hierro

como excipiente para dar la densidad.
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Dadas las caracterisiicas del producto que se pretende incluir en la formulacion (esporas), el
mecanismo de cesion que se busca debe ser la erosion. ya que es el unico que permitird ia
liberacion de la espora, considerando que ésta no es soluble y que. en consecuencia, el
mecanismo de difusion no es viable. Ademas debe demostrarse gque ¢l proceso de calentamiento

no tiene mfluencia en la viabihdad de la espora

Composician de los productos Gelucire®

Los Gelucire”™ o glicendos polighcolicos saturados, son una familia de excipientes
lipidicos semisolidos ¢ inertes, que corresponden a una mezcla de gheéndos v eésteres
polioxietilénicos, estos dos componentes les confieren caracteristicas hidrofobicas e hidrofilicas,
respectivamente

Cada Gelucire” se caracteriza por dos nameros, el primero se refiere al punto de
fusién (aproximado) de la base y el segundo al valor del BHL (Balance Hidrofilo-
Lipofilo), por lo tanto, es posible tener una idea razonable de las propiedades de cada
base a parur de la nomenclatura.

La composicion quimica de las diferentes bases puede ser controlada
modificando las matenas primas y las condiciones de manufactura. En general, mientras
mayor sea la proporcion de ésteres polioxietilénicos en el producto final, mas hidiofilica
sera la base. Asimismo, a mavor longitud de la cadena del polietilenglicol y acido
graso, mas alto es el punto de fusion del excipiente. Los valores de BHL de gheéndos v
ésteres polioxietilénicos de dcidos grasos se resumen en ¢l siguiente cuadro.

Cuadro 2.Valores BHL de (-‘Iicéridos; Esteres Polioxictilénicos de Acidos Grasos

— R

| Triglicéridos 1-2 '

p— S— Conneemse e e

Digliceridos 2-3 |
Monoghcéndos 34
Digsteres Polioxietilénicos de acidos grasos 6-15

— e e - e e —a——— s e e _____!

Maonoésteres polixictilénicos de acidos grasos | 10-15 ;

GELUCIRE®30/02 (Lote N°14547)
Este compuesto, Gelucire | presenta un punto de fusion de 50°C y BHL 2. Es

un salido ceroso, mezela de glicéndos v ésteres pohoxietlénicos de acidos grasos
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Presenta una alta proporcion de actdos grasos en su composicion, la cual va desde C a

C s Su definicion quimica corresponde a Ghicéridos saturados polighicalicos

" Cuadro 3. ESPECIFICACIONES DEL GELUCIRE " 50/02

CFISICA ESPECIFICACIONES | LIMITES DE ACEPTACION |
T m—— y I e | e

Apariencia Cera Sohda ) .

“(_‘iinr e ! I'enue e e ]
l_i.:nkrr ('_E:.scala Gadner) R . <5
l Punto de Fuston (") T 494 T 465-515

Excipientes utilizados para regular la liberacion desde la matriz de Gelucire
a.- Precirol
Dentro de las sustancias utilizadas en la elaboracion de matrices lipidicas se encuentra el
Palmitoestearato de Glicerilo. que corresponde a un matenal semisintético, compuesto por
una mezela de mono - di - y trighicéridos  de cadena Cyy v Cy de acidos grasos. Se presenta
como un poivo fino (didmetro 40p ), insoluble en agua, con una temperatura de fusién entre
53.0-37.6 °C y un BHL de 2. Para cl desarrolio de comprimidos de liberacion controlada, se
utiliza en una proporcion entre un 10 - 50% del peso final del comprimido

Debido a las caracteristicas hidrofébicas del Paimitoestearato de glicerilo, se piensa
que la ditusion del firmaco dentro de la matnz, puede verse dificultada, por lo cual seria
necesano facilitar la cesion del principio activo por medio de algin agente hidrofilico, el
cual aumenta el grado de porosidad de ésta, permitiendo que el agua penetre y se
distnbuva en la estructura del comprnimido: esta red hidréfila, intercalada entre
particulas hidrofobas, evita que se formen umones irreversibles entre ellas, de esta
manera podria observarse un aumento en la hberacion del principio active (Vila, 1987).
b.- Compritol
Glicerol Dibehenato

Cl dibehenato de glicerol es una mezeia de  diacilgliceroles, principalmente

dibehenailglicerol, junto a cantidades variables de nono- v triacilgliceroles. Contiene del 13.0
por ciento al 21,0 por ciento de moneacilghceroles, del 40,0 por ciento al 60,0 por ciento de
diacilgliceroles v del 21,0 por cicnio al 350 por ciento de triacilghceroles, obtenido por
estenificacion del gheerol con acido behenico
Caracteristicas.
Masa schida cérea, o bien polvo o copos de tacto wituoso, blanco o cast blanco msoluble cn

agua, solable en cloruro de metitena v parcialmente < sluble en alcohal caliente




c.- Avicel y Lactosa Spray Dried

Fi Avicel corresponde a celulosa microcristalina. Ambos productos son utilizados en
preparados de liberacién controlada cuandoe quiere mejorarse la penetracion de liquidos acuosos
dentra del preducto de liberacion controlada, por lo que suclen asociarse a una mayor

liberacion del producto de interés

2.- Ensayo de las formulaciones elaboradas

Se realizd una seleccion preliminar de las formulaciones antes de ensayarlas in
vivo, se hicieron pruebas en el Aparato 2 (paleta) del equipo de disolucion oficial de la
Farmacopea Norteamencana (USP). Como medio de disolucion se utilizaron 900 ml de
un medio que contenia agua, lipasa y sales biliares, con un pH de 6.8,
Posternormente, las formulaciones que resistieron por mas tiempo al ensayo descrito en
el punto anterior, fueron ensavadas en un ovino fistulado. Finalmente. se evaluo la
viabilidad de las esporas en las formulaciones después de haber sido sometdas a los

CNSAVos anterores.

3.1.9 Evaluacion de la resistencia de las diferentes formulaciones a la digestion
ruminal.
Los dispositivos intrarruminales a evaluar se sometieron al ambiente ruminal en un
ovino fistulado en bolsas permeables de material sintético. que permiten el mgreso de la
microflora y micrefauna presente en el liquido ramunal y por le tanto ¢jercen su efecto
digestivo sobre el contenido de las bolsas, en este caso capsulas, de los matenales
elegidos por sus caracteristicas de reactividad al ambiente ruminal. Estas capsulas se
introdujeron en el animal fistulado v se pesaron periodicamente para conocer ¢l cambio
de peso y la tasa de desaparicion de ellas.
3.1.10 Evaluacion de la concentracion de esporas en capsulas intrarruminales.

La obtencidn de la concentracion de esporas del hongo A. ohgospora en las
capsulas de uso intrarrununal. suninistradas a los amimales en este ensayo. se realizo,
raspando 1 gramo de las capsulas, ¢l que fue mohdo v dispuesto en agua destilada

esténl. para realizar sucesivas diluciones y sembrar en placas de agar agua 0.1 ml de la
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dilucion. Las placas se incuban a 25° C v semanalmente se evalian para el recuento de

comdiaforos por placa.

3111 Evaluacion in vivo, del uso de capsulas intrarruminales en ovinos
¢ Liberacion de esporas in vive

La evaluacion de la degradacion in wvive de las capsulas y deteccion de la
liberacion de esporas del hongo nematofago mcorporado en cllas, se realizo en la

parcela de experimentacion de colina.

A) Un primer ensayo se efectud empleando 10 ovinos, a los que se les mtrodujeron
capsulas intrarruminales, mediante un lanza bolo.

Este consistid en un grupo control de 5 animales a los que se les entrego a cada
uno, una capsula de 19 gramos, s el hongo 4. eligospora.

El grupo testigo, de § amimales, recibid el mismo tipo de capsulas, pero con el

hongo 1 oligospora.

B) El segundo ensayo, similar al anterior, s¢ aumento en numero de animales en
experimentacion, 10 animales como grupo control v 10 amimales a los que se les entrego
a cada uno una capsula con el hongo, con un peso medio del6.196 gramos.

La evaluacion del comportamiento de las capsulas intrarruminales, en ambas
situaciones, en relacion a su degradacion y liberacion de esporas, se realizé mediante la
colecta de fecas rectales, previa al tratamiento y posterior a la entrega de ellas. Las fecas
de cada animal (3-4 gramaos) se muelen y se depositan sobre placas de agar agua al 2%
mas 0.02% de tetracicling (w/v), de acuerdo a la metodologia de Araujo et al, (1999) y
Larsen et al, (1994). Sobre estas fecas depositadas en el agar, se agregan nematodos,
aproximadamente 1000 L1 en suspension de agua estéril. Estas placas, tres repeticiones
por animal. se incuban a 25°C, evaluando al dia 10 y 15 las placas para detectar

presencia de hongos y nimero de conidiéforos presentes en las fecas
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4. Evaluacion del efecto de los hongos nematofagos obtenidos,
sobre las poblaciones de larvas de tercer estado de nemitodos en la pradera
v sobre la carga parasitaria en ovinos en pastoreo de cada zona participante

en el proyecto, Estancia Josefina, Magallanes.

4.0 Establecimiento del sistema de pastoreo comparativo para

evaluar el efecto del hongo nematogfago.

I) Primer ensayo Magallanes: Estancia Josefina (2004)

Sustrato solido, cereales

e Se establecid un ensayo con dos grupos de animales, cada uno con 15 ovinos,
pastoreando en una pradera natural, con condiciones similares de topografia,
humedad v composicion botanica.

e Este sistema se dividio en dos dareas, cada una con tres sitios ecologicos
diferenciados; una zona de ladera con una pendiente de n 20%. un sitio
depresional v otro depresional hidromorfico

e El primer grupo de 15 ovinos en la pradera recib:o 200g de avena por animal
con la dosis de esporas por kg de peso vivo, que resulto mas eficiente en los
analisis previos realizados tanto i vitro como in Vivo ( 10" esporas),

e El segundo grupo de 15 ovinos, recibieron la misma dosis de avena. pero sin
¢l hongo

e Previo al micio del ensayo. hubo un periodo pre-experimental en ¢l mes de
diciembre, para adaptar los animales a la incorporacion de grano en la dicta



e Lucgo de esta ctapa se inicio el ensayo con duracion de 8 semanas, periodo en
que se entrego diariamente el biocontrolador. . en dosis de 1-2 gramos por
: .l - 8 oy et &
animal, a una concentracion de 2.5x10" esporas'ga 7.5 x 10" esporas'g

4.2 Fvaluacion del peso de los animales en los grupos de animales en
pastoreo
Los animales se¢ pesaron al comienzo del ensayo vy posteriormente se establecid

el peso mensualmente, para determinar la ganancia de kilogramos en el tiempo.

4.3 Evaluacion de la sobrevivencia de los hongos nematdofago obtenidos, al paso
gastrointestinal de los animales
e la determmacion de la sobrevivencia del hongo nematdfago se realizo
colocando dos gramos de las fecas colectadas. par amimal y tratamiento, en placas
con agar agua, a las que se les agrega 1000 nematodes, las placas sc incuban a 25°C,

observando pertodicamente la presencia o ausencia de hongos nematdfagos.

4.4  Evaluacion Coproparasitaria de los grupos de animales en pastoreo.
4.4a Evaluacion coproparasitaria de los dos grupos de 15 animales
utilizados.

A cada grupo se le realizG mensualmente una evaluacion
coproparasitaria para determinar la cuenta de huevos por gramo de fecas y
conjuntamente se evalud el nimero de larvas de tercer estado que aparecicron en
las fecas luego de la incubacion.

El recuento de huevos, fue realizado por el Servicio Agricola Ganadero (SAG)

El cultivo fecal se realizd tomando 7 gramos de fecas, para cada grupo de
animales, las fecas se mezelaron con vermiculita estéril y se incubaron a 25°C por
dos semanas y luego se colectaron las larvas eclosionadas presente en los

animales.



44 b Utilizacion de animales trazadores en el grupo de animales
pastoreando  sin tratamicnto fangico v con tratamiento fungico

antiparasitario.

Animales trazadores, estos son animales que se mantuvieron fuera del sistema y
que fueron tratados con antiparasitarios convencionales, Panacur®| que estaban
limpios vy se incorporaron mensualmente en numero de dos por mes, en cada
sector del ensayo. Estos se utilizaron para evaluar el nivel de infestacion que van
adquiriendo los animales a través del tempo. en ambos sistemas de manejo, con y
sin tratamiento con el hongo

¢ Evaluacion Coproparasitaria a los animales trazadores.

A los animales trazadores se les realizO mensualmente un  analisis
coproparasitario para conocer el recuento de huevos por gramo de fecas. también
se realizd un cultivo fecal para determnar el desarrollo larval. Esto permitio
conocer la tasa a la cual se infestan tanto en el sector de animailes con tratamiento
fungico como en el sector sin él. Se utilizaron un conjunto de 8 animales
trazadores (4 para cada tratamiento)

Luego se comparg la carga parasitaria adquinida por los trazadores para conocer
el mivel de infectividad que tuvieron las praderas donde se han ubicado animales

tratados y no tratados.

Finalmente se compard la carga parasitaria de los dos grupos de animales
analizando muestras compuestas obtenidas de ambos grupos en tres repeticiones,

através de varianza con muestras repetidas.

Todos los analisis coproparasitarios se subcontrataron con el laboratorio de

parasitologia del Servicio Agricola y ganadero del ministerio de Agricultura.



4.5 Evaluacion del efecto de los hongos nematiofagos obtenidos,
sobre las poblaciones de larvas de tercer estado de nemitodos en la pradera

de Magallanes.

En cada tratamiento, con ¢l hongo y sin €l s¢ reahizaron muestreos
mensuales sobre la pradera durante seis meses

El muestro del estrato herbaceo v conteo de larvas se realizo de acuerdo a
lo descrito por Baudena et al (2000). Se toman 200g de hierbas, siguiendo una
ruta en forma de W en la pradera, cortando las hierbas a ras de suelo. Las
muestras se tomaron mensualmente en cada uno de las parcelas, con grupo de
animales con tratamiento vy sin ¢l.  Las muestras de pasto se dejaron en 10 litros
de agua por una noche. con adicion de detergente. Luego ¢l pasto se retir6 y el
liquido es tamizo para remover las particulas de mayor tamano. Luego se dejo
reposar por 6 horas. Esto se repite varias veees hasta reducir el volumen a S0Oml,
los que son centnfugados a 200 rpm por 30 minutos. Los nemitodos presentes en
¢l precipitado son recuperadas por flotacion en medio azucarado. Las larvas
recuperadas y nematodos del suelo son entonces lavados v por medio de conteo
de alicuotas sc determina el numero total recuperado. Los datos se analizaron por
analisis de varianza con muestras repetidas y se uso el test de Student’s para
determinar las diferencias en la carga parasitaria entre los dos grupos de animales

trazadores.

1) Segundo ensayo Magallanes: Estancia Josefina (20035).

Administracion de nematéfagos en bloques minerales.

4. Evaluacion del efecto de los hongos nematofagos, sobre las larvas de tercer
estado de nemitodos en la pradera y sobre la carga parasitaria en ovinos en

pastoreo, Estancia Josefina.

4.0 Establecimiento del sistema de pastorco comparativo para

cvaluar el efecto del hongo nematofago.
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e Se establecid un ensayo con 4 grupos de ammales, cada uno con 15 ovinos.
pastoreando en una pradera natural, con condiciones similares de topografia,

humedad v composicion floristica

e Se asignaron 15 amimales elegidos aleatoniamente en cada area. Los grupos a

evaluar consideraban los siguientes caracteristicas:

e  Grupo A: 15 ovinos en pastoreo a los cuales se les ofrecid una mezcla mineral

en bloques de 20 Kg. Sin adicionar ¢l honge nematofago A. oligospora

e Grupo B: 15 ovinos en pastoreo a los cuales se les ofrecié una mezcla mineral
en bloques de 20 Kg. Sin adicionar el hongo nematofago A. ohigospora y con

tratamiento antiparasitario con Panacur ®,

e Grupo C: 15 ovinos en pastoreo a los cuales se les ofrecid una mezela mineral
en bloques de 20.8 Kg. Adicionando el hongo nematéfago sobre sustrato sohdo

deshidratado en cantudad de 800 gr por bloque de 20,8 kg.

e Grupo C: de 15 ovinos en pastoreo a los cuales se les ofrecid una mezela
mineral en bloques de 20,8 Kgr. Adicionando ¢l hongo nematéfago sobre sustrato
sOlido deshidratado en cantidad de 800 gr por bloque de 20,8 kg v con tratamiento

antiparasitario con Panacur ®

e Previamente se¢ micio con ellos, un periodo pre-experimental en el mes de
Febrero, para lo cual se mtrodujeron en los potrerillos experimentales junto a
ammales adultos que va conocian los bloque minerales y los consumian normalmente
con el fin de adaptar los corderos a la incorporacion del componente mineral en la

dieta.

e Luecgo de esta etapa se mnicid el ensayo que se mantuvo durante 8 semanas,
Marzo y Abni | periodo en el cual se entregd permanentemente ¢l biocontrolador, en

bloque de 20,8 Kg. y consumo ad libitum, a una concentracion de 5 x 107 esporas g .

4.1 Evaluacion del nivel de consumo de los bloques minerales en los cuatro grupos

de corderos en pastoreo
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e Semanalmente se establecio ¢l consumo de bloques minerales, por medio de una
pesa digital, estos fueron entregados a nivel de campo, durante este periodo se
mantuvieron protegidos bajo una estructura de madera y Zinc que los protegieron del

efecto del sol y del agua.

4.2 Evaluacion del peso de los animales en los grupos de animales en

pastoreo

e Los animales se pesaron al comienzo del ensayo y posteriormente una vers al

mes.

4.3 Evaluacion de la sobrevivencia de los hongos nematofago obtenidos, al paso
oastrointestinal de los animales
e la determinacion de la sobrevivencia del hongo nematéfage se realizo
colocando dos gramos de las fecas colectadas, por animal y tratammento, en placas
con agar agua, a las que se les agrega 1000 nematodos, las placas se incuban a 25°C,

observando penodicamente la presencia o ausencia de hongos nematofagos.

4.4  Evaluacion Coproparasitaria de los grupos de animales en pastoreo

e El recuento de huevos, se realizo en el Servicio Agricola Ganadero (SAG).

4.5 Evaluacion del cfecto de los hongos nematofagos obtenidos,
sobre las poblaciones de larvas de tercer estado de nematodos en la pradera

de Magallanes.

e El muestro del estrato herbiaceo y conteo de larvas se realizara de acuerdo a lo
descrito por Baudena et al (2000). Se toman 200g de hierbas. sigutendo una ruta en
forma de W en la pradera, cortando las hierbas a ras de suelo. Las muestras se
tomaran mensualmente en cada uno de las parcelas, con grupo de ammales con
tratamiento y sin ¢l Las muestras de pasto se dejaran en 10 litros de agua por una

noche, con adicion de detergente. Luero ¢l pasto se retira v el iqudo es tamizado
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para remover las particulas de mayor tamano y se deja reposar por una 6 horas. Esto
se repite varias veces hasta reducir ¢l volumen a 50ml, los que son centrifugados a
200rpm por 30 minutos. Los nematodos presentes en el precipitade son recuperadas
por flotacion en medio azucarado. Las larvas recuperadas y nematodas del suelo son
entonces lavados y por medio de conteo de alicuotas se determina ¢l numero total
recuperado En cada lote se tomaron cada vez nueve muestras compuestas por 10

submuestras cada una.

I1T) Establecimiento de ensayos VI Region: Predio Bandurrias.

4. Evaluacion del efecto de los hongos nematofagos, sobre las larvas de tercer
estado de nematodos c¢n la pradera y sobre la carga parasitaria en ovinos en

pastoreo, Predio Bandurrias.

4.0 Establecimiento del sistema de pastoreo comparativo para

evaluar ¢l efecto del hongo nematofago (ano 20006).

¢  Seestablecid un ensayo con 2 grupos de animales, un testigo con 50 ovinos, vy un
rebano en tratamiento con 350 borregas Hampshire, del rebano comercial del predio

y se asignaron en dos potreros con cargas animales equivalentes,

¢ Los ammales pastorearon en una pradera establecida de Lolwum spp v Trifolium

spp- con condiciones similares de topografia, humedad y composicién floristica.

e Este sistema, dividido ¢n 2 areas separadas con malla ursus. v estaba compuesto

solamente por un sio ecolozico.
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e Se asignaron 50 anmimales elexidos aleatoniamente como testigos y 356 animales
al tratamientc con hongos nematofagos, en este grupo se seleccionaron v marcaron

30 anmimales, los que se mantuvieron pastoreando en conjunte con el rebafio.

e [ la zona de los amimales tratados establecieron tres zonas de muestrea de 2.33

has cada una

Los grupos a evaluar consideraban las siguientes caracteristicas:

4.1

e Ovinos Testigos: Grupo de 50 ovinos en | ha de pastoreo a los cuales se les
ofrecid una mezela mineral en bloques de 10 Kg. Sin adictonar el hongo nematéfago

A ohgospora,

e  Ovinos tratados: Grupo de 350 ovinos en 7 ha de pastoreo a los cuales se les
ofrecid una mezcla mineral en bloques de 10 Kg. Con adicion de 200 gramos del
hongo nematofago por cada blogue de 10 Kg.

e Previamente se inicio con cllos. un penodo pre-expenimental en el mes de
Noviembre de 2005, para lo cual se introdujeron animales en corrales del predio solo
con agua y bloques minerales con el fin de que aprendieran a consumir los

dispositivos minerales

Evaluacion del nivel de consumo de los bloques minerales en los dos grupos de

borregas en pastoreo.

4.2

. Posteriormente por motivos nutricionales, el consumo real solo comenzo en el
mes de Marzo de 2006, para esto se tuvo que encerrar reiteradamente grupos de
animales en conjunto a las sales minerales en bloques. Luege de esta etapa se micio
el ensayo que se mantuvo durante 70 dias, parte el penodo preexperimental el 22 de
marzo hasta ¢l 11 de Abnl, la evaluacion del consumo de Hongos incorporados ¢en
los bloques minerales se micio el 12 de Abril hasta el 22 de Jumo de 2007, periodo
en el cual se entregd permanentemente ef biocontrolador, en bloques de 10, Kg. v

consumo ad 7hitum, con una concentracion de 3.55 x 107 esporas’'g de bloque.

Evaluacion del peso de los animales en los grupos de animales en pastoreo



e | s ammales se pesaron al comienzo del ensavo v postenormente una vez al

mes

4.3 Evaluacion de la sobrevivencia de los hongos nematofago obtenidos, al paso

gastrointestinal de los animales

e La determinacion de la sobrevivencia del hongo nematéfago se realizd
colocando dos gramos de las fecas colectadas, por animal, en placas con agar agua, a
las que se les agrega 1000 nematodos, las placas se incuban a 25°C, observando

periodicamente la presencia o ausencia de hongos nematofagos.

4.4 Fvaluacion Coproparasitaria de los grupos de animales en pastoreo

e  Flrecuento de huevos, se realizo en el Servicio Agricola Ganadero (SAG).

4.5 Evaluacion del efecto de los hongos nematofagos obtenidos,

sohre las poblaciones de larvas de tercer estado de nem:itodos en la pradera.

e Fl muestro del estrato herbaceo vy conteo de larvas se realizo de acuerdo a lo
descrito por Baudena et al (2000). Se toman 200g de hierbas, siguiendo una ruta en
forma de W en la pradera, cortando las hierbas a ras de suelo. Las muestras se
tomaron mensualmente en cada uno de las parcelas, con grupo de amimales con
tratamiento vy sin ¢l. Las muestras de pasto s¢ dejaron en 10 litros de agua por una
noche, con adicion de detergente. Luego el pasto se retira y el liquido es tamizado
para remover las particulas de mayor tamano y se deja reposar por unas 6 horas. Esto
se repite varias veces hasta reducir el volumen a 50ml, los que son centrifugados a
200 rpm por 30 minutos. Los nematodos presentes en el precipitado son recuperadas
por flotacion en medio azucarado. Las larvas recuperadas v nematodos del suelo son
entonces lavados y por medio de conteo de alicuotas se determina ¢l nimero total
recuperado. De cada Zona de pastoreo se obtuvieron 15 muestras compuesta por 10

fracciones obtenidas de acuerdo al método de Baudena, 15 en la 7ona de animales



testigos v 45 muestras en la zona de los amimales tratados, esto s¢ rcalizo

mensualmente durante ¢l ensayo

4.0 Establecimicnto del sistema de pastoreo comparativo para evaluar el

cfecto del consumo mineral sobre el peso de borregas Hampshire. 2007,

4.1 — 4.2 Evaluacion del efecto del consumo de Bloques minerales sobre ¢l peso de

borregas hamphire en pastoreo.

Se utihzaron 30 borregas hampshire de la masa de reposicion del predio
Bandurrias y aleatonamante se¢ asignaron a dos grupeos de 15 ammales que se
dispusieron en dos potreros de 1 ha. cada uno. Cada potrero disponia de agua de hebida
v una oferta forrajera no himitante del consumo, conformada por trébol blanco
(Trifolium repens). ballicas  (Lolium multiflorum vy Lolium peremne) y festucas (F
minima, Fexella).

Se establecit el peso micial de los amimales y se pesaron periddicamente (entre 10 y 1S
dias).
El grupo testigo solo recibid pradera v agua de bebida.
Ll grupo tratado recibio los bloques minerales a libre disposicion agua de bebida vy
[orraje
El aporte mineral se establecid semanalmente en funcion del residuo de bloques en los
comederos, conociendo el peso nicial que fue de 10 kilogramaos por unidad.
5. Escalamiento y definicion de la preparacion del hongo

Se realizd un estudio de mercado para definir las etapas, dimensiones y
costo que mmplica la produccién comercial de un antiparasitario organico.
Ademas se determinaron las formas comerciales de presentacion mas adecuadas,

asi como marcas comerciales y la patentacion del producto.

6. Transferencia y adopcion de la tecnologia



Se efectud la difusion y transferencia de tecnologia a téemicos y
productores de carne ovina. en cada una de las zonas donde se realizo el proyecto.
Esto se efectud a través de la realizacion de seminarios vy dias de campo cuyo
objetivo principal fue dar a conocer las téenicas empleadas en la produccion de
hongos nematéfagos asi como su utilizacion en el control de estados infectivos de
parasitos de ganado, en sistemas de produccion de carne ovina en pastoreo.

Estos seminarios, tuvieron una duracion de un dia cada uno y estuvieron
dirigidos a téenicos profesionales v productores de carne ovina.

Estas actividades se desarrollaron en:

1) Estancia Josefina. Estado de Avance del proyecto, dia de campo GTT Cabeza
de Mar. Abnl 2004

2) Congreso de Produccion ovina U. De la Frontera Temuco.

3 ) Facultad de Agronomia. P. U. Catdlica de Chile.

4) Presentacion de Provectos de innovacion en produccion ovina, Marzo 2005

5) Presensacion de Video sobre control biologico de parasitos en rumiantes
menores, Municipalidad de Rio Verde XIT Region.

6) Control biologico de parasitos en rumiantes, facultad de Agronomia U,
ARCIS Patagonia. 2005,

7) Presentacion Reunmion de Agro ecologia Universidad ACIS Patagonmia. Enero
20006.

8) Presentacion final Estancia Josefina 23 de Marzo 2007.

Las dreas tematicas a tratadas en la capacitacion de productores tueron las

siguientes:

Ganaderia ecoldgica.

Parasitismos gastrointestinales de importancia comercial.
Ciclos parasitarios

Estrategias de Control

Control biologico de nematodos gastrointestinales.
Mancjo integrado de parisitos gastromtestinales.

Uso de A. Oligospora ¢omo controlador de nematodos gastromtestinales.
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Epoca de aplicacion

e Principales problemas metodologicos enfrentados.

Los principales problemas metodoldgicos enfrentados correspondieron a la
obtencion de los dculos en las primeras etapas del proyecto, lograndose
solamente a los 6 meses de miciado ¢l trabajo. la causa correspondio al uso de
trampas inadecuadas para estimular el desarrollo de los nematofagos. lo que
en sintesis corresponde a introducir una cantidad adecuada de larvas que
estimulen la reproduccion del hongo y la produccion de redes y anillos.
Durante ¢l proyecto solamente se logro aislar e identificar cepas de A.
oligospora, nicialmente se proponia aislar esta especie v tambicn
Duddingtonia flagrans. este hecho segin el especialista de la U. Valparaiso,
LEduardo Piontelli se deberia a las condiciones ccologicas de los lugares donde

se obtuvicron las muestras.

e Adaptaciones o modificaciones introducidas durante la ejecucion del
proyecto, y razones que explican las discrepancias con la metodologia
originalmente propuesta.

Las modificaciones mds importantes son dos v corresponden por una parte a
la utilizacion de nematodos animales como trampas para estimular el desarrollo
del hongo en los sistemas de cultivo. Inicialmente se habia planteado el uso de
nematodos Entomopatogenos obtenidos a partir de la crianza del lepidoptero
Galieria melonella.

Por ora parte se habia propuesto como método de entrega a los amimales la
introduccion de los indculos fingicos en el agua de bebida de los ovinos, esto se
modifico y se planteo el diseno y desarrollo de bloques minerales obtenidos por
presion  de mezclas minerales, vitaminas  y cereales en comjunto con  los
conidioforos de A oligospora.  ntroducido en concentraciones adecuadas al

consumo an'mal, en esta misma linea se ineio el desarrollo de capsulas de lenta
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14 Aislamuenta de Hongos Nematofagos Se logro el aistamiento de Hongos nematafagos
predatores de cada localidad. a partir de fecas obtenidas de las zonas de
pastoreo de cada localidad estabiecida para el
desarrollo del provecto
1.5 Identificacion de los hongos rematofagos La identificacion de los hongos nematofagos se
aisiados realizd de acuerdo a lo establecido en el texto
del proyecto y ia clasificacion sistematca de
los indeulos se realizo en el departamento de
Micologia del ia facultad de Medicina de la
Universidad de Valparaiso
Reproduceion masiva de hangos |
nematofagos en sustrato solido _ |
2:0) Reproduccion masiva en sustrato solido, de | De acuerdo a lo programado se iogro la f
los hongos predatores aislados de cada zona | reproduccion masiva en sustrato sohido, de los '
del ensayo hongos predatores aislados de cada zona del
o ensavo
2.1 Cortro! de calidad de los hongos El Control de calidad de los hongos
nemaeiagos nematafagos en sus diferentes etapas se logro
completamente. Los vaiores alcanzados se
entregan en ei capitulo de resultados tanto en
pureza, concentracion v viabilidad de las
£sporas.
2:1.1 Determinacion del nivel de pureza
1.2 Determnacion de la concentracion de
conidias
2.1.3 Determinacion de la viabilidad de las
espuras
3.0 Evaluacion in Vitro de la viabilidad de ias
esporas por medio del test de Tilley Teny
3.0 Cuantificacion del efecto de la digestion Se realizé de la manere programada la
ruminal en la sobrevivencia de las esporas | cuantificacion del efecto de fa digesnion
) rununal en la sobrevivencia de las esporas
3.0.2 | Cuantificacion del efecto de la digestion Se realizo de la manera programada
abomasal en la sohbrevivencia de las esporas | euantificacion del efecto de la digestion
abomasal en la sobrevivencia de las esparas
3.03 Evaluacidon del grado de sobrevivencia de La evaluacion del grado de sobrevivencia de
{os hongos al termine de cada proceso fos hongos al término de cada proceso |
digestivo, digestivo, se realizg de acuerdo & fo F
programado. |
kN | Evaluacion in vivo det grado de viabilidad | Esta actividad se realizo en su totahdad de
de las esporas de los hongos que acuerdo a lo programada
sobrevivieron la evaluacion in Vitro
3.0 Reproduccion de los hongos nematofagos l.a esporas gue superaron el proceso digestivo
que sobrevivieron ¢l proceso digestivo n in vitro se reprodujeron para utitizarlas en ¢l
Vitro proceso de evaluacion i vitro, esta actividad
se llevo a efecto de acverdo a lo contemplado
en el proyecto.
311 Obtencion de larvas de nematodos La obtencién de larvas de nematodos infestadas
infestadas con hongos nematafagos con hongos nematofagos se reahizo de acuerdo
a lo programado lograndose fotegrafiar diversa
etapas en ¢f proceso de infestacion de fas larvas
por lo controladores de nematodos
3:1.2 Aislar v reproducn Hongos Nematolagos Se aislaron y reprodujeron horgos nematafagos

clastficados como AL oligospora para su
aphcacion en los ensay os, realizandose todo ef
proceso Jde control de cabidad de fos
hiopreparados como determunacion del nnvel
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de pureza, fa concentracion de conmdiag y
viahilidad de las ¢sporas

3104

Evaluacion de ia informacion generada

La mformacion generada a partir del analisis de
la eficiencia de la- capas :dentificadas
permitio definir los ensayos de campa

311

Establecimiento del ensayo

Los ensayos de campo realizados corresponden
como base los provectados en la propuestu
inicial agregandose una unidad de replica en ia
Zona central en ¢l predio Bandurmias en la
localidad de Alcones, Sexta Region, donde se
evalud la aplicacion en un rehafio comercial el
efecto de la aphicacion de los controladores.

Evaluacion de la capacidad de las esporas
excretadas en las fecas para redocir el
numera de larvas infectivas, mediante
recuento de huevos v larvas fecales

La evaluacion de la capacidad de las esporas
excretadas en las fecas para reducir el numero
de larvas infectivas, mediante recuento de
huevos y larvas fecales, se realizo de acuerdo a
lo esperado enviandose las muestras fecales al
laboratorio del Servicio agricola y ganadero
para ei recuento de hueves, El recuento de
tarvas viables generadas a partir de fecas de
animales tratados se obtuvo en el laboratorio
del Centro de Educacion v Tecnologia

313

Aislamiento y evaluacion de los hongos que
sobrevivieron ¢ tracto digestivo de los
amimales, mediante nematodos trampa

Fl aislamiento v evaluacion de los hongos que
sobrevivieron el tacto digestivo de los
animales. mediante nematodes trampa se
realizo de acuerdo a lo programado v
propuesto en la metodologia.

Evaluacion del efecto de los hongos
nematofagos ohtenidos, sobre ia carga
parasitaria de ovinos en Magallanes.

Il preceso de BEviluacion del efecto de los
hengos nematofagos obtenidas, sobre la carga
parasitaria de ovinos en Magallanes, se reahizo
aplicando la metodologia establecida en 1o
propuesta nicial segun Baudena 2000

4.0

Establecimiento del sistema de pastoreo
para evaluar el efecto de los hongos

Durante e trabajo de investigacion se
dissnaron e implementares 4 sistemas de
pastoreo para evaluar ef efecto de los hongos
nematéfagos: a) Ensayo con 30 animales en la
estancia Josefina . dos grupos de 15 animales
¢ada uno . b} Ensayo con 60 animales. cuatro
grupos de 15 amimales cada uno, para evaluar
el efzcto de cuatro combinaciones de
aplicacion del hongo nematéfago incorporade
en blogues de sales minerales. ¢) Ensayo en
Predio Bandurrias con 400 animales donde se
muestrearon 4 grupos con 15 ammaley cada
uno intreducidos dentro de ta masa de 400
animaies v un grupo contro! sin controlador

4.1

Fvaluacion coproparasitania de animales con
v sin tratamienito con el hosgo

Todos los animales tanto de los grupos testigos
v tratados fueron evaluados desde el punto de
vista coproparasiiatio para conocer el efecta
sobre la carga patasitaria intestinal

4.2

Litthzacion de animales trazadores en los
grupos de animales con y sin tratamientos

Se utilizaron anirales trazadores tanta en ¢l
grupo tratado como testigo,

4.3

Evaluacion coproparasitaria de los ammales
trazadores en grupos con y sin tratamiento
con el hongo

Todos los trazadores que se utthzaron en |
estancia josefina fueron analizados para
comparar ls lasa Je infestacion de estos
anmmales en los potreros gue mantuvicron
animales tratados v testigos. Esta respuest
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estuyv e relacionada al efecto contrglador de
los controladores biologmeos en la pradera.

4.4 Evaluacion de la carga parasitana de la Se evaluo de {a carga parasitana de la pradera
pradera en sistemas tratados y sin tratan en sistemas tratados v sin tratar de acuerdo al
metodo propuesto en el documento original
4.5 Evaluacion de las presentaciones del hongo | Se evaluaron las presentaciones disenadas para
nematofago la administracion del hongo nematdfago
Fscalamiento v defimcion de la presentacion | Se desartolle una presentacion industrial del
dei hongo hongo nematofage evaluado,
5.0.1 Definicion de formas comerciales Se definio una forma comercial deneminada
Ecoblock-Bioenergy en dispositivos de 10
" kilogramos
8002 Patentacion del producto y marcas

comerciales

Iransferencia v adopeion de la teenologia, a
traves de la realizacion de seminarios en
Magallanes

4 - Resultados:

1. Resultados finales obtenidos.

1.4-1.5

Aislamiento

predatores de cada localidad.

e identificacion de los Hongos Nematdofagos

Cepas del genero Arthrobotrys clasificadas en el presente trabajo.

Del conjunto de cepas aisladas durante la mvestigacion, las que presentaron un

alto potencial de control, correspondieron a 18 de cllas, cuadro 1, pertenecientes al

género Arthrobotrys, estas se obtuvieron tanto en la XII region como en diversas

localidades de la zona central y sur del pais en fecas de ovino, equino , alpaca, conejo,

bovino v caprino. Todas ellas fueron clasificada s en la Catedra de Micologia de

Facultad de Medicina de la Umiversidad de Valparaiso.
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Cuadro 1. Cepas de Arthrobotrys spp, con uso potencial en control biologico de

nematodos de rumiantes, aisladas y evaluadas por el prmcclo

var oligospora

Cepa | Localidad r "Fxpccm

_______ - {‘_Jh_}_P Arenas E. Josefina-1 A. ,s'up('rba Duddington* I
2 P Arenas (Galpon] E. Josefina-2 A. oligospora Fres. var. oligospora* !
fT (9a) P. Arenas | E.Josefina-3 | A superba* ]
4 | Conej-o_{E‘I)_lmd) l CET-Colina ' A..oligospora Fres. \ar(;hp?o;pl:r:"_ _________ J
PTS_ {4a) (Chimbarongo 1 \1(:(_)"_16 A oligospora Fres. var. olignsl;ura*
| ovino) ' Chimbarongo I
. 6 | (Caballo Lampa Lampa A. o!fompnfa_l:“res. \;r ullgosp-t;a_____ﬂ‘;
I'?__ ) Alpaca (Placilla) Los Robles I A. nhgmpara Fres. var. ﬂllgospura* _
8 | 2.Cabra Caimanes | A .nh’go.s*pom Fres. var. uliguspora* =
9 3. Casa blanca Cordillera A ﬂﬁg{?ﬁb()rﬂ“ﬁ‘l:;fs_.-:lr“;)_l_l-}-_:(_J_S-p(il‘a «
Tl(l ! 4. Llama (I’I:;c.i.llﬁ] | Los robles 2 A :a!:goji;f;;r Fres. var. ulignspura"’
I_]_T 5. Ov e_;a Catemu Cerrillos | A n!fgo.\pnra Fres. \‘aral_i-;g_n_spul:ﬁ*w T
12 6 P. Arenas rE\lqm — _4; .-—_f“.._}:ft:gmpora Fres. var. oligusp;)_r;_.
13 | 7. Vaca Catemu Cerrillos A. nﬁg;;nra Fres. var. oligospora 7
I l_-l i Cepa 1 equino 1 Temuco 4,_4 oligospora Fres. var. oligospora
15  Cepa 11 equino Lanco A. oligospora Fres. var oligospora |
?_16 Cepa 12 ovino Lanco A. oligospora Fres. var oligospora
17 Cepa 16 ovino ! Puyehue A. oligospora Fres. var oligospora
_iﬁnf_?-e[.)a_l'! ovino Pucon | A. oﬁgo.\‘;;)-}';r Fres. —
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2 Reproduccion masiva de los aislados de hongos nematofagos

depredadores.

Control de calidad de los hongos reproducidos en sustratos solidos deshidratados.

El control de calidad de los biopreparados es tundamental, este permite establecer la
cantidad de sustrato a incorporar en la dieta animal o en las mezclas minerales y cereales para
su administracion a los amimales.

El control de calidad de los biopreparados considera la concentracion de comidias por
gramo de sustrato seco, viabilidad y pureza de estas. Propiedades que se han establecido en el

producto seco deshidratado que se empleo en los ensayos.

Cuadro 3. Control de calidad del I)it)-hféparadu durante la investigacion, 5
rangos de concentracion y viabilidad.

] Sustrato Concentracion de | Viabilidad de las . Purcza
conidias/g de conidias
| sustrato . 1
Avena/Arrozavena | 3-5x108 87-88% | % |
partida :
i ERES e e

**% Baja presencia de Piptocephalis sp.

Se¢ observa una alta concentracion de conidias y un adecuado nivel de viabilidad o
germinacion de las esporas rehidratadas. La contaminacion con piptocephalis s la que presenta
mayor frecuencia y disminuyd en la medida que los indculos se obtuvieron de cultivos cada

vez mas limpios.

Hs
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3.

Evaluacion in vitro e in vivo del efecto de los procesos digestivos de ovinos,
sobre la viabilidad de las conidias de hongos nematofagos.
Evaluacion in

3.0 vitro del grado de viabilidad de los hongos atrapa

nematodos luego de ser sometidos al método de Tilley Terry.

Establecimiento del namero de esporas que atraviesan ¢l tracto gastrointestinal a traveés del
metodo de Tilley-Terry.

Los diversos aislados gue presentaron un interesante potencial de contrel en el  presente
trabajo, se sometieron a la digestion iz vitro a través del método de Tilley Terry para conocer la
capacidad de los ellos de atravesar el tracto gastrointestinal y ejercer su efecto en el contenido

fecal una vez que ingresen en la pradera, los resultados se expresan en el cuadro siguiente, se

aprecia

posteriormente las esporas con resistencia

al efecto de la dig

una reduccion en la sebrevivencia de las esporas sometidos al tratamuento.

estion ruminal y gastrica

constituyen la para la generacion de nuevos mnodculos con capacidad de control que deben se

testeados con ammales.

Cuadro 4, Evaluacion in vitro de la resistencia exhibida por los diferentes aislados del genero
L Arthrobotrys a la digestion ruminal y gastrica, a través del método de Tilley Terry
I

Cepas aisladas del genero

Concentracion inicial de esporas
de los diferentes aislados del

Concentracion final de e«.purac;
de los hongos evaluados, después

I, Arthrobotrys = hongo del metodo de Tilley Terry |
Qh) Pta.Arenas ~ 1.0x10 esporas'ml 1.0 x10" esporas'm| !
(9a ) Pta. Arenas 7.5 x10" esporas’ml 1.0 x10" esporas/ml

- Conejo | {( ‘olina)

75 x10" esporas'ml

(4a) C hlmb arongo o ov mu
B Jb._!llﬂ I.ampa -
(4b) Pta Arenas {(mlpun}

50x l(f’c‘spmaa mi

3 0 x10° esporas'ml

“

2.5 x10 ~esporasml

L. Alpaca (Placilia)
2. Cabra

3. Casa l‘-]a 1ca ]
4 L Ianm {Placilla) -

5. Ove m( atemu

38 x]ﬂ esporas ml

2.0x10° esporas/ml
| 1.5 x10° esporas'ml
s

i l

L S s

2.0x10° esporas mi

\10 esporas'ml

(a 0x10° esporas'ml

I 5 \]U _esporas ml
2810 esporas ml

SR T B

F4xl U esp(-raﬁ ‘mli

_‘ 2 x10 esporas ml

. 5.0 x!(] esporas ml

B 0 x10" esporas mi

a0 \l('l esporas mi
x ﬁ \Itl

asporas ml

(¢33
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En el cuadro anterior se aprecia que en cada una de las cepas evaluadas bajo ¢l método de
Tilley Terry. una cantidad relevante de esporas, sobre 10" esporas por ml. supera la digestion
ruminal v la etapa enzimatica y acida del método. Sin embargo. se puede evidenciar que cepas
con alta capacidad de control de larvas de nematodos in vitro, (ver cuadro 2) como los

aislados 6 v 7 no son capaces de atravesar el tracto gastrointestinal vy su presencia post

digestion ¢s nula.

3.1 Evaluacion in vivo del grado de viabilidad de las esporas de los
hongos que presentaron el mejor nivel de sobrevivencia y viabilidad en ensayo in

vitro.

Ensayos en Parcela de Experimentacion Centro de Educacion y Tecnologia

A) Evaluacion del comportamiento de tres niveles de concentracion de esporas

entregadas por via oral a los animales

Se establecio a nivel de campo un ensayo para evaluar tres niveles de admimstracion
de esporas, en medio liquido, a ovinos en tratamiento, con ¢l objeto de evaluar Ia capacidad de
las conidias excretadas para reducir el nimero de larvas infectivas presentes en las fecas. Para

ello se trabajo con diferentes grupos de animales:

(G1) Animales con tratamiento antiparasitario

{G2)  Animales con tratamiento con el hongo nematofago

(G3)  Animales sin tratamiento, testigo

(G4)  Animales sin tratamiento, testigo

De cada combinacion de grupos de animales. se toman 7 gramos de fecas mas verniuculita, al 5°
dia del ensayo. se incuban por 7 dias a 25*C y luego se montan las fecas en camara humeda y se

observa el numero de nematodos cmergides de cada combinacion de fecas.
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Evaluaciéon Coproparasitaria de los ovinos utilizados en esta fase del proyecto.

Cuadro 5. Resultados del analisis coproparasitario en 12 ovinos de experimentacion
en el predio de Centro de Educacion y Tecnologia.

N°_|_Huevos tipo estrongylos M.expansa Loccidens

il Neg. 1 =il e =
2 4 B e e e

3 neg _ B | Positivo !
n neg e i = ]
5 neg e _Positivo

6 | neg |  Monieziaspp. | Positive
- T neg e st
| 8 ! nee —_ | S e
9 neg Moniezia spp. Positivo 1
10 neg S
11 neg o e E— 1
L e s S

En ¢l cuadro antenor

se aprecia el bajo nivel de parasitismo observado en los

animales en el ensayo realizado en el predio del Centro de Educacion y Tecnologia. este hecho

se debio corroborar con una necropsia parasitaria, en ella no s¢ encontraron parasitos aduitos

N promedio de nemitodos eclosionados en mezela de fecas de grupo de animales con

distintos tratamientos
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Cuadro 6 . N° de nematodos obtenidos de mezcla de fecas provenientes de grupos de |

Mezcla fecal Presencia promedio de larvas L3 en muestras de 7 gramos de fecas |
. ) tratadas. _
Concentracion 107 Concentracion 107 Concentracion 10°
conidias’ Kg peso conidias’ Kg peso conidias/ Kg peso
= _jvivo | vivo | vivo e
Gl + G2 BT L 0.00
G2 + G3 2.66 2.33 1.00
G2+ G4 333 | 200 133
G3 + G4 633 | 600 2.66
| G1+ G3 o538 | 533 166
LGl 1GY H.00 1.33 2.00

En ¢l cuadro anterior se aprecia el contenido de larvas 1.3 presentes en las diversas
combinaciones de tratamientos consideradas en el ensayo. observando una clara tendencia a la
reduccion de las poblaciones de larvas. en las vanantes o combinaciones donde se utilizo el
hongo nematofago v con una disminucion mas marcada en la concentracion mavor.  Sin
embargo, se debe destacar que dada las bajas poblaciones de nematodos encontradas en los
animales en prueba, cuadro 5, los cambios esperados en términos de reduccion de larvas no son

tan notables como los obtenidos en placa.

3.1.3 Evaluacion de la capacidad de los hongos ingeridos, de sobrevivir el tracto

digestivo de los animales, a través del uso de nematodos trampa
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Evaluacion a nivel fecal, de tres diferentes concentraciones de esporas por Kg de peso
animal, al paso del tracto digestivo de los animales, después de cuatro dias de suministro del

controlador

Cuadro. 7 Porcentaje promedio de la presencia de conidiéforos a nivel fecal, después de
cuatro dias de suministro del hongo en tres diferentes concentraciones, (cinco replicas por
) animal) " e

" Concentracion 10° | Concentracion 10° | Concentracion 10
esporas/kg peso esporas/kg peso esporas/kg peso
N _ animal animal animal
Animal Porcentaje Porcentaje Porcentaje

presencia | presencia | presencia

Tratamiento con A 0 20 20
antiparasitario | | - SRR
. B : 8 4 9 oL A

Tratamiento con = C 20 60 80
hongo ; M el |
SR ) 20 { 80 30
Tratamiento E 0 i, 0 0
testigo , L e
G 0 | |
H 0 ﬂ. _ j
[ : i issney TRREN NR—
G PSS, L OOSRVES, ARCSRRSOI. . URNLETI |
J i (0 - g 0 ! () ]

Ev .iiija:_‘mn de presencia :‘L.i llul-i::‘nl'_glll:. [I._\l\Pﬂl ;-.\I:h:-.'. . t!;;; repeti Iunr.\.{:l l.l-l-l.‘.'\i;dlullrgll.t;\ a r.‘ l|(‘1l'l1-'|\ detectadas a 1;(\;-'
10 dias de mocubacion. solamente en la superficie lecal y medio de cultive
El cuadro anterior refleja el efecto de una dosis baja de aplicacion. Los animales
tratados (C v D) presentan un porcentaje muy bajo presencia de Arthrobotrys a los 10
dias de incubacion. por lo tanto es un nivel de aplicacion poco apropiado al objetivo de

controlar nematodos a mivel fecal. Situacion que cambia radicalmente a medida que

aumenta la concentracion de conidias ingerida por los animales.
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3.1.2 Evaluacion de la capacidad de las conidias excretadas para reducir ¢l nimero de
larvas infectivas presentes en las fecas

Grafico 1.

Namero de larvas obtenidas de fecas incubadas,
originadas en animales tratados durante 4 dias y
testigos sin tratamiento.
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15
—&— Tratamiento
_-—-— Testigo

10

Numero de larvas recuperadas de
7 gramos de fecas incubadas.

Periodo de evaluacion.

I: primer dia de tratamiento.

2: cuarto dia de tratamento

En ¢l grafico 1. se aprecia ¢l nimero de larvas recuperadas a partir de fecas incubadas. que se
obtuvieron desde de animales tratados y testigos, apreciandose una clara tendencia al alza de

cllas, en los animales sin tratamiento v un descenso en los animales tratados.

3.1.3 Fvaluacion de la capacidad de los hongos ingeridos. de sobrevivir el tracto

digestivo de los animales, a través del uso de nematodos trampa

75
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Evaluacion a nivel fecal, de tres diferentes concentraciones de esporas por Kg de peso
animal. al paso del tracto digestivo de los animales. después de cuatro dias de suministro del
controlador

Grafico 2.

Presencia/ausencia de hongos nematofagos, en
animales tratados durante 4 dias y testigos sin

tratamiento.
Predio Centro de Educacion y Tecnologia
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con presencia de
inéculo en fecas.

Porcentaje de animales

Periodo de evaluacion

En el grafico 2. se aprecia el porcentaje de placas con la presencia de hongos aislados de fecas
ovinas de animales tratados vy testigos. ¢l 100% de las muestras obtenidas de animales tratados
presenta la presencia de A, oligospora y solo un 18.8 % de los testigos lo que corresponderia al
nivel de las poblaciones de hongos nativos, presentes en el sistema de pastoreo en el predio del

Centro de Educacion y Tecnologia.

Grafico 3
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Porcentaje de placas con recuperacion de
A.oligospora, en muestras fecales de ovinos
tratados durante 28 dias con A.oligospora.
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Periodos de evaluacion.

Se debe destacar que los resultados en este caso estuvieron influidos por el tratamiento
que esta pradera ha tenido por dos anos consecutivos, recibiendo animales con tratamiento y
testigos en los nusmos potrerillos, lo que ha llevado a que el hongo controlador se encuentre en
una situacion de endemismo, destacando ademas que este predio se ha mantenido con manejo
agropecuario organico durante 27 afos, lo que también favorcee el comportamiento regulador
de los nematofagos sobre las poblaciones de larvas en la pradera. En el grafico 3, s¢ aprecia
que en un 100 % dc los animales que reciben el hongo. es posible recuperar el inoculo en las
fecas, sin embargo en un 33% de los animales no tratados también se encuentra ¢l controlador
que corresponde a la presencia de cepas nativas que se han incrementado en el sistema dado su

mancjo organico, sin embargo serian insuficientes para lograr un control eficiente.

3.1.4 Evaluacion del efecto de los hongos nematofagos en el niamero de larvas

-

presentes en la pradera
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En el grafico siguiente se aprecia el numero de larvas infectivas recuperadas desde la
pradera, apreciandose un incremento en ¢l sector de los animales no tratados y una disminucion

en ¢l potrerillo donde se han asignado los animales bajo tratamiento con A. oligospora.

Grafico 4.

Numero de larvas infectivas en 200 gramos de
forraje fresco, de una pradera natural bajo pastoreo
con ovinos tratados durante 28 dias con
A.oligospora.
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Periodo de evaluacion
©) Diseno, elaboracion v evaluacion de bloques minerales como vehiculos de

administracion de hongos nematofagos en rumiantes en pastoreo.
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Tercer ensayo

3.1.5 Diseno, claboracion y evaluacion de bloques minerales

S¢ obtuvo una formulacion que permite su utilizacion en el campo, esta soporta la
mantpulacion, transporte v consumo animal sin alterarse, es decir sin fracturarse o degranularse,
condiciones minimas de utilizacion y de comerciahizacion una vez que el dispositivo este
totalmente validado, por otra parte dada las condiciones fisicas y de palatabilidad presenta una

tasa de consumo de 52 gramos por animal.

La mescla disenada para administracion de los controladores se sometio a analisis
proximal y de digestibilidad ¢n diversos periodos, ¢l primero de ellos en el laboratonio de
Nutricion de la facultad de Agronomia de la P. Universidad Catolica de Chile, y se establecio la

siguiente cCOMposICIon:

L Cuadro 8. Composicion proximal y digestibilidad de los bloques minerales utilizados
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como vehiculo del controlador biologico A. eligospora

* Expresado 100% materia seca, **Expresado en base seca al aire

Analisis Unidad MS* SA*H
Humedad % = 10,5
e . e _

oo ! — - e

""" Fibra Cruda % | i ] 2%
Extracto Ftérco Yo 1:1 ' 1.9
| Proteina Cruda %% &7 6.0

Fibra detergente Acido % | 1058 9.4
Fibra detergente Neutro | % | 16.3 146 |
Energia Bruta T calg. 23786 2309.0
Fncrgh Digestible. | Kbk | 1832.4 1640.7

' Encrgia Metabolizable T Kealk | 15026 | 134534
“Calcio ! % 1 ess | ss4
Fosforo a Yo 316 2.83

La mezcla utilizada en <l periodo 2006  se sometid a analisis proximal y de digestibilidad

en el laboratorno de Nutnicidn de la facultad de Ciencias Agranas de la Unmiversidad Austral de

Chile.

N
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~ Cuadro 9. (:;n;umsicién pru.\-lma_I; digeslihillidad de los blogues minerales utilizados como
vehiculo del controlador biolagico 1. oligespora '
T Umidad | MS100% | MSon0sw
. e st
Ceniza S %o 42.07 40.83
FibraCruda | % o 1.05 100
| Extracto Etéreo > L5 [ @dz
Proteina Cruda % 6.85 6.65
Fibra detergente Neutro = 8.54 il 8.20 N
Fibra detergente Acido . % | 6.40 1 6.22 ]
Energia Metabolizable | Kealk 2.09 2.03
| Calcio % 11.40 1 11.06
g?ﬁ?rﬂr& il 1T % 3.0 T 378
Cobre a mg-’kg IIIII _ 64.4 "62.5 -
Hierro 1 meke % 3153.0 3060.0 |
Mn SRRl ;gfkg 2334 I 275.0 |
Mg i . mgkg 044 043
Potasio % 1859 1800 ':
‘Sedio T 075 0.73
n | % | s 167,500 "
PS - o i % a 4,198 E 4074 i e
S % 0.196 . 0.190

En esta oportunidad los bloques fueron manutfacturados introduciendo microelementos a
partir de un nucleo mineral desarrollado por la empresa ECOFOS, La presentacion de los

bloques se hizoen 10y 12 Kg.

3.1.6 Evaluacion del comportamiento de los hongos nematofagos incorporados en

los bloques.
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“Cuadro 10. CONTROL DE CALIDAD DE LOS HONGOS NEMATOFAGOS
EMPLEADOS PARA LA ELABORACION DE BLOQUES |

Concentracion de esporas/gramo de 2.3 x 10" esporas/g

sustrato seco (avena-arroz)

Viabilidad de las esporas 86%

Los hongos nematofagos reproducidos en sustrato solido, fueron incorporados a bloques
de 5 Kg. en cantidad de 200 gramos por bloque, los que tueron inicialmente mezclados con
melaza para permitir una mejor homogenizacion y distribucion en la mezela. Una vez secos, los
bloques. se tomaron muestras de ellos. las que fueron molidas y luego sembradas en placas de
agar agua. para observar su crecimiento. Se realizaron tres repeticiones de 6 bloques.
encontrando en el 100% de las placas un abundante crecimiento del hongo, primero. sobre ¢l
sustrato de los bloques y luego cubriendo todo ¢l medio de la placa. Por lo tanto el hongo no se
ve afectado en su crecimiento por los componentes de la mezela constituyente de los bloques.

aparentemente existiria un efecto estimulador en el crecimiento del biocontrolador.

Hongos creciendo sobre material obtenido de los bloques formulados.

La evaluacion que se realizo para determinar ¢l namero de unidades formadoras de colonias por
v " Lk 5
gramo de bloque indicd que cada gramo presenta 6.2 x 10 esporas’gramo esta cantidad ¢s

superior a la que reporta la Iteratura para preparados de esta naturaleza, la dosis efectiva que

diversos autores proponet: es de 10" esporas hor kilogramo de peso vivo animal.
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Lo expuesto anteriormente indica que el dispositivo de administracion del biocontrolador se
podria mejorar en el sentido de ajustar la dosis entregada, esta disminucion se puede realizar
bajando la concentracion de conidias en ¢l preparado o incrementando la dureza de los bloques

de administracion del biopreparado

3.1.7 Evaluacion a nivel de campo, con animales en experimentacion, sobre el nivel

de aceptacion y consumo de los bloques

Se logrd un consumo por ovino, de 52 gramos diarios de la mezela mineral en bloque, que
contiene el controlador biolégico. esto significa que cada ovino consumio dianamente 1.97
gramos de sustrato fungico con una concentracion de 3.2*10" conidias por gramo, esto
permite el consumo por kilogramo de peso y por diade 1,26%10 ? esporas. nivel adecuado si se
piensa que la literatura propone 10 esporas por kilo de peso ammal. Desde del punto de vista
:conomico lo indicado es bajar la concentracion de esporas y lograr un mayor volumen de
mezcla para hacer mas eficiente la generacion de dispositivos de aplicacion del controlador.

"‘“:‘.

Ovnes consumienda ur hiogue minaal, este elemento tiene gran palatabibdad + los anmales lo consumen con gean tugrza, por osto hay gue

mantencilos fyos al comedora. Enal fote s¢ obsery o come ks anisales 1o retranan del contenedor

3.1.8 Evaluacion del comportamiento de los hongos nematofagos, incorporados en

los bloques, al proceso digestivo de ovinos en pastoreo.

.

Grafico 5.
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Unidades formadoras de colonias de Arthrobotrys oligospora,
en 2 gramos de fecas ovinas incubadas en agar-agua después
de 7 dias de consumo de 52 grs/dia de bloque mineral, inoculado
con el hongo nematofago.
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3 —— Tratamiento
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Conidioforos

10 13
Dia de incubacion

En el grifico anterior se aprecia el nivel que alcanzan las Unidades Formadoras de Colonias de
A .oligospora, en fecas ovinas incubadas, esto significa que ¢l bloque mineral ¢s un buen

vehiculo de administracion de las esporas del biocontrolador a los ovinos en tratamiento.

D)  Diseiioy evaluacion del comportamiento de cipsulas intrarruminales de
digestion que permita la entrega gradual de los hongos nematofagos, para el
control de nematodos en rumiantes.

Cuarto ensayo.

3.1.9 Disefio v evaluacion del comportamiento de capsulas intrarruminales.

X4
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2.-Fabricacion de las formulaciones de los bolos intrarruminales
El diseno vy elaboracion de los dispositivos intrarruminales finalmente evaluados, se
basaron en Gelucire 30°02, el que fue seleccionado por su bajo BHL. lo que indica una baja
hidrofilicidad. con lo que se obtuvo una erosion lenta. De acuerdo con los resultados que se
obtuvieron, se usd Compritol, Precirol, Avicel y lactosa spray dried para fabricar las diferentes

formulaciones y modular la entrega de las esporas

3.1.10 Evaluacion de la resistencia de las diferentes formulaciones a la digestion raminal.

Las formulaciones con Gelucire 50/02 y Precirol y Compritol mostraron un retardo
excesivo en la entrega de las esporas (Tabla 1), alcanzando valores inferiores al 3% de erosion
en 7 dias. Al comparar la misma formulacion, con o sin ¢sporas, no se aprecia una diferencia
significativa en la crosion de la matnz

Formulaciones con Gelucire 50/02 y Precirol y Compritol

Cuadro 11. Digestion ruminal de capsulas desarrolldas en base a
Gelucire 50/02 y Precirol y Compritol

Cambio peso (grs)de ciapsulas intrarruminales.

Peso inicial Peso final hamedo | Peso Seco [ Cambio de Peso
Fechas 31-ene 0o-feb 07-feb
A Con
esporas 23.0931 23,0639 22,7787 0.3144
A Sin esporas 20,0803 19.5935 19,433 0.6473
p Con esporas 21.2677 21,2872 21,001 0,2667
f} Sin esporas 20,241 20,1543 19,9977 0.2433 For

mulaciones con Gelucire 50/02, Avicel, lactosa spray dried e incorporando afrechillo

tamizado.

| Cuadro 12. Cambio de peso de capsulas formuladas en base a Gelucire S0/02, Avicel,
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lactosa spray dried e incorporando afrechillo tamizado Grs.

De acuerdo con el comportamiento observado en las formulaciones de la Tabla anterior,

se ncorporaron diferentes sustancias que pueden acelerar el proceso de erosion vy, en

consecuencia, la entrega de las esporas. Se considerd tambieén la incorporacion de afrechillo,

tamizado para uniformar ¢l tamafo de las particulas, como una forma de proveer de un sustrato

susceplible de ser atacado por el liquido ruminal. Los resuitados obtenidos hasta este momento

mndican que pequefias variaciones en la formula generan cambios muy drasticos en el proceso

de erosion, lograndose formulaciones que siguen entregando muy poco (j.k,l,m.o) v una que

resiste menos de 2 semanas (n).

Del andlists de las formulas empleadas hasta ahora, es posible deducir que utilizando mezclas

de Gelucire se puede lograr un control intermedio, que permita generar un proceso de erosion

gradual en 2 meses

3.1.11 Evaluacion de la concentracion de esporas en capsulas intrarruminales.

Evaluacion de la concentracion de esporas en las capsulas intrarruminales.

Cuadro 13. Concentracién de esporas A. oligospora por gramo de capsula

N

Fechas 120/04/06 26/04/06 28/0406 | 13/05/06 15/05/06
__Hi_c-nt'ii'nc_a;?i';’ﬁl—_ _Pesohiuiéial_ Peso hiimedo Peso s'cm al | Peso humedo Peso seco al
post-rumen aire grs. post-rumen. aire grs.

8 17.73 17,04 C1764 | 1866 16,67 |
1 K ‘ 685 | 1905 o8l | 1770 1667 |
_______________ . T e = T
"""" M | 1758 1766 17.39 1838 | 128 |

N 1890 1543 | 1462 @ 0

0 15.36 15,57 15,11 16,18 1512
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Ideﬁﬁﬁcaciﬁn Fecha i Esporas pﬁr grama — DL
_____capsula - S
1 15022006 1.0y 10°
A 30032000 | 712x107 R
B - _ 610" |
| A 04/04/06 B
S| - R S = ) 10"
I . 283x10’
D ; 1.8 10

— J

En el cuadro anterior se aprecia la concentracion de esporas por gramo de capsula
utilizado en el ensayo, esta concentracion se obtiene de material extraido de cada dispositivo lo
quie indica que el hongo no sufre alteraciones de la viabilidad en el proceso de confeccion de

las capsulas.

3.1.12 Evaluacion del uso de capsulas intrarruminales en ovinos.
e A) Liberacion de esporas in vivo

Cuadro 14. Evaluacion de la presencia del hongo A. oligospora en fecas de
animales tratados con Capsulas intrarruminales

- Fechas de evaluacion con capsulas
Fechas de evaluacion 3/03/06 | 11/03/06 | 18/03/06 | 25/03/06 | 01/04/06
Ovinos Tratados }

L 20% | 20% 20% 20% 20%
Ovinos Testigo
. . 20% | 0 9

En el cuadro anterior, se presenta el nivel de recuperacion de esporas a nivel fecal en
animales tratados con cdpsulas intrarruminales administradas con lanzabolos, s¢ aprecia un
yvel constante en los animales a los que se les admimstro el dispositivo. Se puede concluir que
las formulaciones utilizadas en esta etapa del ensayvo no son degradadas a nivel ruminat v solo
un 20% de los animales presenta esporas a nivel fecal.

Se espera modificar estas formulaciones de mancera que tensan un porcentaje mavor de

entrega del contemdo de la matnz gue constituyve su estructura
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B) Segunda Evaluacién de capsulas intrarruminales en ovinos en pastoreo.

Cuadro 15. Cambio de peso en capsulas intrarruminales de digestion lenta,
evaluacion en un cordero fistulado.

(gramos) i
' Peso | Concentracion 8 dias 16 dias 24 dias 35dias |
__Capsulas__inicial | esporas
L3 11792] 306x10' 1328 | 540 | 416 [ 345 |

En el cuadro anterior se aprecia ¢l resultado obtenido a partir de la formulacion de
capsulas en base a Gelucire en que se logra la permanencia de las capsula en bolsas de Nylon de
uso intrarruminal durante 35 dias, esta digestion es distinta al uso in vivo en animales sin
fistular, debido a la mantencién en las bolsas de nylon, de fracciones de las capsula producto
de la fractura de estas, por la accion de la biologia del rumen v de la actividad peristaltica

ruminal,

Liberacion de esporas a partir de edapsulas intrarruminales de digestion lenta y

recuperacion a nivel fecal en ovinos en pastoreo
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Cuadrol6. Cantidad de conidioforos presentes por animal y muestreo en tratamiento de ovinos con

capsulas intrarruminales con el hongo A.ofigospora y sin €l

Ovinos Tratados

Animal | Dia 0 Dia 3 Dia14 | Dia18 | Dia21 | Dia25 | Dia29 | Dia33 | Dia37

1 0 2 2 87 51 28 6 11 27
3 0 4 87 160 49 0 178 17 70
5 0 7 20 89 204 17 109 25 0
i { 0 0 0 18 67 1 0 0 0
9 0 0 166 105 642 33 0 0 0
11 0 0 0 91 0 11 0 0 0
13 0 0 0 98 L 0 75 0 0
15 0 0 0 0 39 77 0 11 0
17 0 10 46 122 493 0 0 0 0
19 0 0 113 177 201 49 103 72 0

Valor Medio 0 23 434 94 7 186.3 22.6 471 13.6 9.7

Ovinos Testigos

Animal Dia0 | Dia3 ]| Dia14 | Dia18 | Dia21 | Dia25 | Dia29 | Dia 33 | Dia 37
2 0 3 0 0 0 18 0 0 0
4 0 0 13 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0 1] 0
14 0 0 0 0 0 52 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0 0 1] 0
20 0 0 0 39 0 0 0 0 0
Valor medio 0 0.3 1.3 3.9 0 7 0 0 0

(tres repeticiones por animal v 3 gramos de fecas por repeticion en cada muestreo)

En los cuadros anteriores se aprecia la dinamica de liberacion de las conidias
incorporadas en las capsulas de digestion lenta. se aprecia que los conidias estuvieron presentes
a partir de las 72 horas de muestreo y se incremento su presencia a nivel fecal hasta los 21 dias
de tratamiento, para luego descender  exponencialmente. Esta condicion de degradabilidad es
insuficiente para administrar ¢l hongo como tratamiento controlador de larvas L3, de
nematodos  parasitos de  rumiantes. Dada  esta  caracteristica se¢  debera  endurecer e
impermicabilizar la estructura de la matriz de las capsulas en expenmentacion, de modo de

prolongar el efecto de los nematafagos a nivel de la pradera, que debe llegar a 60 dias
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Grafico 6,

Prescencia de conidioforos de A. oligospora, en material fecal
de ovinos tratados con capsulas intrarruminales de digestion
lenta.
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En el grafico anterior se puede ver el comportamiento de las capsulas intrarruminales de
digestion lenta en cuanto a la liberacion de esporas y su recuperacion a nivel fecal. Este
comportamiento ¢s diferente al establecido en la bolsa de Nylon de uso mtrarruminal ya que en
esta condicion los pequeiios fragmentos de la capsula permanecen retenidos liberando esporas

por mayor tiempo, 35 dias. Grafico 7.

4. Evaluacion del efecto de los hongos nematéfagos obtenidos, sobre las
poblaciones de larvas de tercer estado de nematodos en la pradera y sobre la carga
parasitaria en ovinos en pastoreo de cada zona participante en el proyecto.

Magallanes.
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4.0 Establecimiento del sistema de pastoreo comparativo para evaluar el
efecto del hongo nematogfago.

[.a primera serie de analisis coproparasitarios se realizo sobre animales centinelas
para conocer la evolucion de la carga parasitaria del rebano, encontrandose cargas bajas
a lo largo del primer afio del ensayo. Como se vera en ¢l desarrollo de la investigacion.
en la medida que el sistema se intensifico se produjo a lo largo del tiempo. un
incremento tanto del namero de huevos por gramo e fecas como en el numero de larvas
en la pradera.

Resultados del analisis coproparasitarios en 10 ovinos centinelas,
en la Estancia Josefina

Cuadro 17. Presencia de Nemitodos tipo estrongylus en 10 ovinos

» __centinelas en la Estancia Josefina.

Fechas de ! |

. _landlisis
L2 {lf(l'?f{n 31/08/02 ]1!9{[]2_5__2"(][”02 09/11/02 | 20/12/02 | 20/1/03 |
17 | Neg | neg. neg. | Neg | nmeg. | Neg | Neg
53 | Neg | neg. | nmeg. | Neg | neg. | Neg | Neg
52| 50 | 50 | neg. | Neg | neg. | Neg | Neg
(197 &+ 158 150 | nmeg. | Neg | neg. | Neg | Neg
102] Neg | neg | neg. | Neg | neg. | Neg | Neg
31 | Neg [ neg. | neg. | Neg | neg [ Neg |100hpg]
*6I leg | S0 | neg \eﬂ neg. Neg 100hpg
162 | Neg. 150 neg. 1()() hpg | neg. 100hpg | Neg |
54 | Neg [ neg | 500 | Neg | neg. | Neg | Neg
139 | Neg | 100 | neg. | Neg | neg | Neg | Neg
P F * * ¥ * * | + ®

= Todas las muetras preentaron cantidades variables de coccideas

En los analisis realizados micialmente en la estancia se¢ tomo un grupo de animales vy s¢

pesquiso  la  presencia de Huevos tipo estrongylos, Nematodirus, Moniezia sp., Capilana.
Trichuns, v formas Coccideas, Solamente de detectaron las formas expuestas en la tabla. La
carga parasitaria fue permanentemente muy baja. (la causa parece ser la baja carga animal del

potrero y ¢l manejo general de los animales).

91
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I) Primer ensayo Magallanes: Estancia Josefina (2003-2004)

Sustrato solido, cereales.

4.1. Consumo del hongo nematofago producido en sustrato solido.

Los animales consumieron 200 gramos diarios de avena, inoculada con A oligospora
en el caso de los 13 ovinos del grupo tratado. Los testigos solo recibieron 200 gramos de avena.
Fn la primera etapa del periodo de adaptacion a los granos se presento un episodio de diarreas
que se controld distribuyendo los cereales de manera de evitar la competencia y permitir un

consumo homogeénco.

4.2 Evaluacion del peso de los animales en los grupos de animales en pastoreo
En el cuadro siguiente, se aprecia que se ha gencrado una diferencia de pese de 3 Kg. en
promedio. por animal tratado respecto de los testigos. Desde el comienzo de la evaluacion se
produce una diferenciacion del peso entre los dos grupos de ammales. Sin embargo estos

grupos respecto del peso no son estadisticamente diferentes.

Cuadro 18. Cambio de Peso en 15 ovinos tratados con A. oligospora en dosis de 2 g‘fan{ns por

animal con una concentracion de 2,5 *10 * esporas por gramo de preparado.

Tratamiento DICIEMBRE | ENERO | FEBRERO | MARZO | ABRIL MAYO
2003 2004 2004 2004 2004 2004
!

Oligospora |
Grupo Testigos  51.87£3.40 | 55.13%3.52 | 61.66£3.86 | 67.43+4.23 Es.itﬁd’.’ﬁé

CANON A P-=0,03

“Ovinos matados A 51,8084.35 | 55.5634.24 | 63.07¢4.24 | 69.70t4.45 | 76.33:4.84 | 72.80%4.21

| 69.80+4.83. |

J

Grafico 8.
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Cambio de peso en ovinos tratados con
A.oligospora como controlador de nematodos
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En el grafico 8. se aprecia el cambio de peso que ocurre en los animales durante el

periodo de pastoreo, entre el mes de Enero y Marzo, en que se entregan los controladores. Se

aprecia un aumento de la diferencia de peso entre ambos grupos. A partir de Abnl se inicia una

baja de peso debido a la disminucion de la  temperatura ambiental y al cambio en la

disponibilidad de forraje.

4.3 Evaluacion de la sobrevivencia de los hongos nematifago obtenidos, al paso

gastrointestinal de los animales.



GOBIERNO DE CHILE
FUNDACHIN PARS LA
PO ALION AGRARIA

Presencia de A. oligospora %,en las fecas de dos
grupos de 15 ovinos, tratados y testigos.
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Meses de evaluacion.

En el grafico 9 se destaca la diferencia entre los dos grupos de ovinos evaluados en cuanto a la

presencia o ausencia de  A. oligospora en la muestras fecales, obtenidas transrectalmente,

apreciandose una alta presencia en los animales tratados, sobre un 80% durante el periodo de

aplicacion.  También en los animales testigos aparecen nematofagos en las  fecas,

correspondiendo a los controladores que naturalmente existen en el sistema pastoril evaluado.

4.4 Evaluacion Coproparasitaria de los grupos de animales en pastoreo.
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4.4a . A cada grupo se le realiz6 mensualmente una evaluacion coproparasitaria para
determinar la cuenta de huevos por gramo de fecas y conjuntamente se evalué el namero

de larvas de tercer estado que aparecieron en las fecas luego de la incubacion.

Recuento de Huevos en las fecas ovinas.

Grafico 10.

Huevos/gramo de fecas en ovinos tratados con
A. oligospora como control biologico de parasitos
gastrointestinales.
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En el grafico 10, se aprecia la evolucion del recuento de huevos tipo estrongylus (Haemonchus,
Ostertagia Trichostrongylus, Cooperia, Oesophagostomun, Bunostomun ,Chabertia),  por
gramo de fecas en ovinos tratados con A. eligospora y en ¢l grupo testigo que no recibio el
tratamiento. El efecto sobre el nimero de huevos no es tan marcado como sobre las larvas
infectivas sobre la pradera, esto se debe a que el controlador no actta a nivel intestinal. es
probable que ¢l menor numero de huevos se deba a un envejecimiento y a una baja de la
fertifidad de los parasitos adultos a nivel intestinal en los animales tratados. que se contaminan

a una menor tasa que los ovinos sin tratamiento.

Recuento de larvas en las fecas ovinas.

6
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En el grafico siguiente se aprecia la evolucion del nimero de larvas obtenidas a partir de
fecas ovinas incubadas a 25°C, sc¢ destaca una menor recuperacion de larvas a partir de los
animales tratados ya que la presencia de los nematofagos en las muestras fecales, realiza un
control de los estados infectivos de los nematodos gastrointestinales.  En el recuento de larvas,
a partir de su obtencion en trampas de agua, solo se pueden contabilizar las que escapan al

control del hongo nematdfago.

Grafico 11.

Larvas por gramo de fecas, incubadas a 25°C en ovinos
tratados con A.oligospora.
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44 b. Utilizacion de animales trazadores en el grupo de animales pastoreando sin

tratamiento fungico v con tratamiento fingico antiparasitario.

Tasa de infestacion en ovinos trazadores.

Grafico 12.

Incremento de la carga parasitaria en ovinos
trazadores en un sistema pastoril, con ovinos
tratados con A. oligospora y testigos sin
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En el grafico 12, se aprecia el incremento en la infestacion parasitaria en ovinos trazadores,

presentes en el grupo bajo tratamiento con A. oligospora y sin ¢l biocontrolador. De especial

interés ¢s la disminucion en la tasa infestacion en el grupo tratado, hecho que se expresa a

través de la obtencion de un numero menor de huevos y larvas por gramo de fecas.

Los ovinos trazadores considerados en este grafico son los que se mantuvieron por todo el

periodo de pastoreo, por lo tanto representan la evolucion de la carga en todo ¢l sistema, tanto

¢l grupo tratado como  testigo.

[§1S
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En los graficos siguientes. 13 y 14, se entrega la informacion obtenida a partir de 2 pertodos de
incorporacion de trazadores, ingresados al sistema en Marzo y Abnl, de 2003 constataindose
como en el caso anterior, que los amimales del sistema tratado presentan una menor tasa de
infestacton, esto por el control que ejercen los hongos sobre el nimero de larvas infestantes

sobre la pradera. Mensualmente se incorporaron 4 trazadores, 2 en cada grupo del ensayo.

Grafico 13,

Incremento de la carg'a parasitaria en ovinos trazadores
en un sistema pastoril tratado con A. oligospora y testigos
sin tratamiento
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Grafico 14.

Carga parasitaria en ovinos trazadores en un sistema pastoril

tratado con A. oligospora Yy testigos sin tratamiento
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En el grafico 14, se aprecia la diferencia en el namero de larvas obtenidas a partir de las fecas

de los trazadores incorporados en el ultimo penodo de evaluacion.
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4.5 Recuento de larvas infectivas en la pradera natural en pastorco con ovinos tratados

y lestigos.

Cuadro 21. Recuento de larvas de tercer estado de nematodos gastrointestinales, presentes en

una pradera natural de 4 has. Dispuesta en dos potrerillos.
{Cada lote fue unlizado con un grupe de 15 avinos machos. (Corriedale*Merino*Milschaf), correspondientes a

Tesngos v tratados con A oligospora, v 12 ovinos trazadores )

- e e b - . :
Cuadro 20. Recuento de larvas de tercer estado de nemaitodos gastrointestinales, |

presentes en una pradera natural. (Larvas por 200 grs. de forraje fresco)

' Zona de muestreo 1 DICIEMBRE | ENERO | MARZO J ABRIL é MAYO
_ b

N® larvas / 200 gr. forraje
e g == g = s | =
Zona depresional 56 44 4526 33.70 f 49 11
Zona dcprmional 2887 1681 20,3 | 86.11
hidromorfica. |
Promedio tres zonas 31.67 12.85a 28.72a | 2343 67.61a
" TRATAMIENTO NEMATOFAGOS
- Nimvasi200gv. Forraje: "
Ladera control 1071 1304 2389 S1
Zona depresional. = 30 sa1 | 280 | 2573
Zona deprcsionai‘ i 646 i. 389 289 | 2870 |
hidromarfica, ‘ |
Promedio tres zanas, 3360 .. 12.72b 10.78b 2.89b 27.31b
" Eficiencia de control | 703 6246 | 876 59.60
%o

Test de Duncan P<0.05 (a: b indican diferencias estadisticass

S'Lsin mformacion por baja de la disponibilidad de forraje

En ¢l cuadro anterior se aprecia el cambio ¢n el namero de larvas infectantes en la pradera bajo

pastoreo. a lo largo del periodo en el cual se realizo el ensayo. aprectindose una efidiencia en
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e! control de larvas de tercer estado de hasta un 87.6%. en ¢l mes de Marzo. cuando se¢

completo el periodo de tratamiento.

Cuadro 21 . Evolucion del nimero de larvas infectivas en una pradera

natural con ovinos tratados con A. eligospora como controlador.

Larvas L3 /200 gr. de forraje fresco

Diciembr | i
_ P Enero Marzo _?_ Abril | Mayo
Testigo | 31.67a |31,77:13.2a[28,72:16.7a | 23.43£12.3a | 69.9 1+17a
| Tratamiento | 33,662 | 9.2044.8b | 10.78:9b | 2.89x1.4b | 27.31+3.0b

Test Duncan P<0.05 {a; b indican diferencias significativa)

Grafico 15.

Recuento de larvas en una pradera natural con ovinos a
pastoreo tratados con A. Oligospora y testigos, en la
Estancia Josefina, Magallanes.

—4— Tashgo
~ - T ratamiento

o)
o

forraje fresco.

Numero dee larvas
en 200 gramos de

o

1 2 3 4 5

Meses de evaluacion

En el cuadro 21 v grafico 24. se presenta la evolucion del nimero de larvas infectantes en
la pradera natural, en la estancia Josefina, con avinos tratados con 4. eligespoera. 1.a evolucion
general corresponde al comportzmiento de las poblaciones  de larvas en la pradera.
observindose sobre ese patron un: disminucion  en ¢l numero de individuos infectives en la

pradera donde sc¢ ubicaron vy pastorcaron los anmimales tratados.
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IT) Segundo ensayo Magallanes: Estancia Josefina (2005).

Bloques minerales

4. Evaluacion del efecto de los hongos nematofagos, sobre las larvas de tercer estado
de nematodos en la pradera y sobre la carga parasitaria en ovinos en pastoreo. Estancia

Josefina,

4.1 Evaluacion del nivel de consumo de los bloques minerales en los cuatre grupos de

corderos en pastoreo

Consumo de bloques minerales en cuatro grupos de corderos ¢n pastoreo.

Los animales fueron expuestos a los blogues a partir del 8 de Febrero, entre esta fecha y
el 1 de marzo los animales consumieron trazas de los bloques minerales, por lo tanto se
determiné incluir animales con experiencia en el uso de este tipo de elementos, estableciéndose
a partir del mes de Marzo un consumo creciente, que se hizo mayor en ¢l mes de Abril,

estimandose que ¢l consumo se realizo en un 30 % en el mes de Marzo y el 70 %0 en el mes de

Abril.
Cuadro 22. Consumo total de Bloques Minerales, Kg., en un periodo de 60 dias en

cuatro grupos de 15 corderos en pastoreo.

Grupo A Grupo B Grupo € Grupo D

Consumo Marzo 4.8 4.2 9.68 11.45
Consumo Abril 11.2 9.8 22.48 26.71
Consumo Total
Kg. 16 14 32.16 38.16

Grupo A: Bloque mineral sin Nematafago, Grupo B: Blogue mineral sin nematafago + Antiparasitario Panacur®;

Grupo C: Blogue mineral eon nemataofago; Grupo D: Blogue mineral con nematofago ~Antiparasitario Panacur ¥

Cuadro 23.Consumo promedio de Bloques minerales, gr./dia en un periodo de 60

dias de pastoreo en 4 grupos de 15 corderos en pastoreo.

(irup(qn Ensavo A B € D
Gr./dia 17,9 205 41,8 495

Grupo A Blogue mineral sin Nematofago, Grupo B: Blogue mineral sin nematofago + Antiparasitavio Pansg our®;

Grupo € Bloque mineral con nematofago: Grupo D Blogie mineral con nematofaco + Antiparasitario Panscure;
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4.2  Evaluacion del peso de los animales en los grupos de animales en pastoreo

Peso de los animales tratados con A. oligospora administrado en Bloques minerales
de 20,8 k. Los animales testigos recibieron solamente bloques minerales sin utilizar el
controlador biolégico.

[.os animales que participaron del ensayo se destetaron en el mes de Febrero y se
incorporaron en los potreros asignados al ensavo, en este ciclo de pastoreo, se trabajé con
animales jovenes que son de mayor sensibilidad al parasitismo. de manera de conocer el efecto
del controlador biologico en esta categoria de ovinos, a diferencia del ciclo anterior en que se
trabajo con carnerillos.

Cambio de Peso en 4 grupos de 15 ovinos tratados con 4. ofzompuu. administrado en bloques
minerales a libre disposicion con una concentracion de 2.5 *10  esporas por gramo de mezcla

mineral v carbohidratos administrada en bloque.

Cuadro 24. Cambio de peso en 4 ;_rupm de 15 ovinos consumiendo bloques
minerales como mecanismo de administracion del hongo controlador de

nematodos, A. oligospora. !

I Meses f(;fup(n (;ru[m A i .rupn B Grupo C Grupo D |
Febrero T T 21,0061 | 2173213 | 21,8013 2207414 |
. Marzo r 25,5411 'I 2530%1.6a |, 26,861.4c 26,38+1.8¢c :
- Abril 26,46:1.45  26,00£1.98a | 27,87t2.13c | 27,54%2.67c
Mayo I 28,501.51 28,00+2.31a 29,20%2 .57 30,08+2.29¢c |
' Ganancia de peso en el i . N
_periodo. l750 ' 6,27 740 | 801 |
Diferencia Kg. Con n testigo _____!L_ S — 123 | -0,10 _ o5t |
Diferencia con testigo % e 164 1 =13 6.80

Letras diferentes indican difcrenteias \tumg Iualu as P<=0.05
Grupo A: Blogae mineral sin Nematofago. Grupo B: Bloque mineral sin nematalags + Antiparasitario Panacur w;

Grupo Cr Blogue mineral con nematofago :Grups D Blogue mineral con nematafagn + Anuparasitario Panacur &g

En el cuadro de cambio de peso, se aprecia que se ha generado una diferencia de peso de
0.51Kg en promedio, por animal tratado, del grupo D respecto del testigo. En el caso del Grupo

C La d ferencia es de -0.10 Kg. en cuanto al Grupo B hay una diferencia negativa de -1.25 kg,

I:sto al tinal del peniodo de pastoreo. 1° de Mavo

(S
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Respecto del consumo del dispositive con sales minerales. tanto con hongos nematofagos como
sin estos. en las observaciones de campo se aprecia, que este es nrregular en el tiempo, entre los
amimales. y a lo largo del periodo de pastoreo, incrementandose en la medida que baja la
cantidad y calidad del forraje.

Es posible tambi¢n inferir, que una parte de la diferencia en el cambio de peso de los animales

del grupo De debe al mayor consumo de energia y minerales.

Grafico 16.

Peso de corderos en pastoreo tratados con bloques
minerales con y sin A. oligospora

Kgr. de peso vivo

1 2 3 4

Tiempo Meses

Grupo A : Blogue mineral sin Nematofago, Grupo B: Blogue mineral sin nematofago + Antiparasitario Panacury;

Grupo C: Blogque mineral con nematofago :Grupn D Blogue mineral eon nematifagoe ~ Antiparasitano Panacars;

En el grafico anterior se aprecia ¢l cambio de peso que ocurre en los animales durante ¢l
periodo de pastoreo, entre el mes de Febrero y Mayo. Fl consumo del biopreparado se producc

en los meses de Marzo y Abril en que se entregan los controladores.

| O
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4.3 Evaluacion de la sobrevivencia de los hongos nematéfago obtenidos, al paso

gastrointestinal de los animales

Presencia o ausencia del inoculo en las fecas ovinas, en animales con tratamiento y sin

el.

" Cuadro 25. Presencia o ausencia del inoculo (%) A. oligospora en 4 grupos de ovinos

tratados con ¢l biopreparado controlador de larvas

| Grupo A Grupo B i Gruﬁd C (.ru“|'1ht; s
.............. hhir,o' T 13 0 54 “
Abril 0 0 | 76.5 I
Mage | 0 0 757 e

Grupo A : Blegue mineral sin Nematéfago, Grupo B: Bloque mineral sin nematéfago ¢ n\niipara';mm_) Panacur k\:"(“irupn C: Blague

mineral con nematofago:Grupo D Blogue mineral con nematofago ~ Antiparasitario Panacur ®;

Durante el presente ano los resultados en este ambito han sido variables, este efecto se
debe a que los dispositivos minerales son consumidos a voluntad por los amimales. Este
consumo no es homogéneo por lo cual. la obtencion de inoculo en las fecas va cambiando. los
animales van consumiendo periddicamente el bloque de manera  aleatoria, lograndose
presencias de hasta un 75.7 %, valor que es mas bajo que el alcanzado en el ensayo del ano
anterior  En ¢l cuadro 10, se aprecia la presencia o ausencia del inoculo en las fecas animales,
constatandose una aparicion creciente del inoculo durante el tratamiento, esto permite afirmar
que efectivamente ¢l hongo corresponde al tratamiento y no un aumento de fa presencia de
controladores naturales en la zona, sin embargo no tiene el mismo nivel de aparicion que en el
ciclo anterior.

En esta temporada hay dos hechos que dificultaron la accion de los biocontroladores, la primera
fue el tamario de los bloques que dificulto el aprendizaje y el consumo de los corderos v la

segunda causa, fue la dureza de los dispositivos.

{2 i
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Este Hecho nos lleva a buscar una alternativa distinta de aphcacion del hongo. La tecnologia
necesaria se desarrollara en conjunto con la facultad de Quimica y Farmacia de la U de Chile.
esta corresponde a capsulas intrarruminales de liberacion lenta, que aseguren la incorporacion
del inoculo al contenido digestivo de todos los animales y en una dosis homogénea, regulada
en su aplicacion de acuerdo al peso de cada amimal. Este dispositivo intrarruminal corresponde
a capsulas de alto peso especifico que permanecen en ¢l piso de  sistema reticulo-ruminal,
liberando gradualmente las esporas de manera que se incorporen de forma constante en el
contenido fecal que finalmente se introduce a la pradera..

Grafico 17.

Presencia o ausencia del inoculo de A. oligospora en fecas , en 4 grupos de
ovinos, manejados con bloques minerales con el controlador biologico y sin
el, entregados ad libitum

% de presencia del
controlador en las fecas

Febrero Abril

Periodo de entrega del inoculo

Grupe A : Blogue mineral sin Nematofago, Grupo B: Blogue mineral sin nematéfago < Antiparasutario Panacur ®: Grupa C: Blogue

mineral con nematofago:Grupo D Biogque minerzl con nematifago + Antiparasitario Panacur®:

En el grafico anterior se destaca la diferencia entre los dos grupos de ovinos evaluados,
en cuanto a la presencia o ausencia de A. oligospora ¢n la muestras fecales. obtenidas
transrectalmente, apreciandose una mayor presencia en los ammales tratados. de hasta un 75.7
%% durante el periodo de aplicacion. Se aprecia por otra parte, que cn los animales testigos
aparecen nematofagos nativos en las fecas, estos corresponden a organismos  que naturalmente

existen en los sistemas pastoriles.

4.4 Evaluacion Coproparasitaria de los grupos de animales en pastorceo

1OR
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Recuento de Huevos en las fecas ovinas.

Il recuento de huevos se efectuo en el Laboratorio de parasitologia del Servicio Agricola
y Ganadero, en la Estacion lo Aguirre. Se debe destacar la colaboracion prestada por los
profesionales  de esa institucion. Los analisis realizados constituyeron un servicio especial
otorgado al proyecto por parte del Servicio Agricola v Ganadero va que este centro dejo de

otorgar prestaciones de esta naturaleza a organismos privados.

Recuento de huevos por gramo de fecas de nematodos gastrointestinales (Estrongilos v

Nematodirus)

C'uadro 26. Recuento de huevos por gramo de fecas de nematodos gastrointestinales

(Estrongylus v nematodirus) en 4 grupos de 15 ovinos tratados con y sin 4. oligospora en

un sistema en pastoreo en la estancia Josefina XII Region HPG.

TSN NSET . SV S B C D
\Febrero | 02 | 028 0 9 —
Mareo | 2107 | 445 1 243 f  ied |
(Abril | 1985 88 . . Mab, g laae% j
Mayo | 13900 | 21769 " 14543 | 473

E;rupu A :“B"l'milll; mineral sin Nematafago, Grupo B: lilnqné‘_mmrral sin nematafago + \}inpm asitario Panacuri; t.‘rliiu-l C: Blogue

mincral con nematdfago;Grupo D Blogue mineral con nematafazo + Antiparasitario Panacur 8

Grafico 18.
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Recuento de Huevos de nematodos gastrointestinales por
gramo de fecas, en ovinos testigos y tratados con Arthrobotrys
oligospora en bloques minerales.Xll Region
Estancia Josefina

| ~——#- Grupo A i
| —® — Grupo B
Grupo C

Grupo D

Febrero Marzo Abril Mayo

Meses de pastoreo

Grupo A : Blogue mincral sin Nematofago, Grupo B: Bloque mineral sin nematafago + Antiparasitario Panacurio; Grupo C: Blogue

mineral con nematofago: Grupo D Blogue mineral con nematafago + Anfiparasitario Panacur;

En el grafico 16 y cuadro 26, se¢ aprecia la evolucion del recuento de huevos de
nematodos por gramo de fecas, en cuatro grupos de ovinos:  Grupo A: Bloque mineral sin
Nematofago: Grupo B: Blogque mineral sin nematéfago +Antiparasitario Panacur®; Grupo C:
Bloque mineral con nematofago; Grupo D Bloque muneral con nematéfago +Antiparasitario
Panacur®k;

Ll cuadro y grafico anterior muesiran la evolucion del conjunto de huevos, no existiendo
grandes diferencias en el conjunto de especies, esta situacion cambia al analizar en relacion o

dos categorias de analisis — como son Huevos Tipo Estiongilos y huevos de Nematodirus spp.

A continuacion ¢ analizaran los dutos por categorfas de parasitos. Estrongvlus y Nematodirus



GOBIERNO DE CHILE
FUNDATION PARA A
PNOW ACION AGRALIA

Analisis de los resultados del test coproparasitario segun las categorias de nematodos.
a) Recuento de huevos de estrongylus, en fecas de corderes en pastoreo en una pradera natural
en Magallanes, tratados con 4, oligospora y testigos, tratados solamente con mezcla mineral o

ésta mas antiparasitario comercial.

Cuadro 27.

oligospora administrado en bloques minerales. Hpg.

] Grupo A _Grupo B Grupo C Grupo D
: .00 S5 0.100 = 0.0
| Marzo - 258 7.08 _092
CAbril 031 0.20 10.54
ayo L 3567 708 | 2188
Eficiencia de control %e e +80.15% _ +39.59% |

Grupo A : Blogue mineral sin Nematafago, Grupo B: Blogue mineral sin nematofago + Antiparasitanio Panacur ¥;

Grupo C: Blogue mineral con nematofago: Grupa D Blogue mineral con nematdfago = Antiparasitario Panacur ¥

En el cuadro anterior se aprecia la el nimero de huevos de estrogylus detectados, por
gramo de fecas en corderos, apareciendo claramente la tendencia existente en los tratamicnto.
se observa una disminucion de la carga parasitaria al final del periodo de estudio en los grupos
tratados con ¢l biocontrolador. En el grupo € se establecio una eficiencia del +80,15%, es
destacable el hecho de que este grupo de animales no recibid tratamiento antiparasitario
convencional. Al comparar los tratamientos A y B se aprecia la misma relacion.  El
antiparasitario convencional afecta la inmunidad de los animales? Y por esta razon en ambos
grupos tratados ¢l nivel de huevos es mayor?, indicando esto una mayor sobrevivencia y
desarrollo de los pardsitos adultos?, estas preguntas no se puceden responder en este trabajo pero
se plantea una duda razonable respecto del efecto del tratamiento convencional, con Panacur®'

en animales jovenes.

Grafico 19,
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Huevos de Estrongylus spp, por gramo de fecas en corderos
tratados con A. Oligospora en una pradera natural en Magallanes,
Estancia Josefina
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Febrero Marzo Abril Mayo

Temporada de pastoreo

Grupa A Blogue mineral sin Nematatage, Grupo B: Blogue mineral sin nematofageo + Antiparasitario Panacur s

Grupo O Bloque migeral con nematilagoe; Grupo D Blogue mineral con nematdfazo ~Antiparasitario Panacuri

En el grafico anterior se expresan las tendencias, en la evolucion de la carga parasitaria en
corderos en pastoreo, respecto de hueves de estrongyvlus. expresada en huevos por gramo de
fecas, en amimales tratados y no tratados con A.oligospora. Los grupo C v D muestran con

claridad el efecto del hongo nematotago.

h) Huevos de Nematodirus spp. por gramo de fecas en ovinos en

pastoreo, tratados con A. oligospora administrado en bloques minerales. Hpg.

Cuadro 28. Huevos de Nematodirus spp. por gramo de fecas en ovinos en

1
1

i
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pastoreo tratados con

v sin A. oligospora administrade en bloques mincralcs.]

‘Hpg.

| Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
ir_Fehrerq ________ 0.20 0.20 0.00 0,00
(Marzo 1858 4 13,50 | 17,17 0,73
_Abril 1954 199,10 | 1100 | 11475
'Mayo 103,33 154.46 ; 84.43 23.18
_Eficiencia de control % - -50.09% | 18.29% 71.56% |

Grupe A : Bloque mineral sin '\cm.mjl'agu.(.rupuﬂ Bluqt-u- mineral sin nematifago +-\nl|parasilari; Panacuri:

Grupo C: Blogue mineral con nematofago: Grupo D Blogue mincral con nemaftéfago + Antiparasitario Panacurk;

En ¢l cuadro anterior se puede observar el analisis del contemide mensual de huevos de
Nematodirus spp en ¢l contenido fecal de corderos tratados con A. ofigospora y de los animales
testigos, asi como de los tratados con antiparasitario convencional. Panacur®. En el mes de
Mayo. es evidente el menor namero de huevos en los grupo C y D que han consumido ¢l hongo
nematofago. En este caso los valores de eficiencia son altos en el grupo D respecto del otro
grupo que también recibio el controlador biologico. Estos valores se debieran estabilizar al
entregar un biopreparado de manera homogénea y de liberacion gradual en el tiempo  como

seria la introduccion de capsulas de uso intrarruminal.

Grafico 20.
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Huevos de Nematodirus spp. por gramo de fecas. en ovinos
en pastoreo.testigos y tratados con A. oligospora, en una
pradera natural en Magallanes,

Estancia Josefina.
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Huevos por gramo de fecas

Febrero Marzo Abril Mayo

Periodo de pastoreo

Grupo A : Blogue mincral sin Nematofage, Grupo B: Bloque mineral sin nematolago +Antiparasitano Panacurs;
Grupo C: Blogue mineral con nematofago: Groapo D Blogue mimeral con nematofago + Antiparasitario Panacur@;

En el grafico anterior se aprecia la evolucion en la carga parasitaria, de los corderos
durante ¢l periodo de tratamiento, la cuenta de huevos en el mes de Mayo, entrega una vision
del efecto final del tratamiento apreciandose una menor cuenta de huevos, por gramo de fecas,

en los grupos tratados con el hongo.

4.5 Evaluacion del efecto de los hongos nematofagos obtenidos, sobre las
poblaciones de larvas de tercer estado de nematodos en la pradera de Magallanes.

1i4
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Recuento de larvas infestantes en una pradera natural en pastoreo con ovinos, tratados

con A. oligospora v testigos.

Recuento del conjunto de larvas de tercer estado de nematodos gastrointestinales.

-

presentes ¢n una  pradera natural de 3.3 has. Con cuatro grupos de 15 ovinos en pastoreo,
corderos, dispuesta en cuatro potrerillos de 8250 m™

(Cada lote fue uwnlizado con un  grupo de 15 ovinos machos v hembras- (Corriedale’ Merino* Milschaf Suffolk),

correspondientes a Testigos y tratados con A. oligospora)

Cuadro 29.Namero de larvas de tercer estado en una pradera natural pastoreada
con cuatro grupos de corderos tratados con A. oligospora, incorporado en bloque
minerales durante 60 dias o Bloques minerales mas un tratamiento
antiparasitario. (Panacur ®)

_ GrupoA | GrupoB Grupo € Grupo D
Febrero | 222 | 222 248 248
Marzo | 257 292 | 207 263
Abril | 421 | 320 306 243
Mayo | 3504 | 5s3 | 376 398

Grupo A ltluqﬁc mincral sin Nematofage, Grupo B: Bloque mineral sin nematéfage + Antiparasitario Panacur«; (-i;t-.qw C: Biogue

mincral con nematofago;Grupo D Bloque mineral con nematofago - Antiparasitario Panacur k:

En ¢l cuadro anterior se aprecia el cambio en ¢l numero del conjunto de larvas infestantes en la
pradera bajo pastoreo, a lo largo del periodo en el cual se realizé el ensayo, Es evidente la
tendencia a la baja que se produce en los grupos C y D, que recibieron el hongo nematofago en
los bloques minerales, respecto de los amimales que no recibieron el controlador. Los animales
de los grupos A y B superan las 500 larvas por cada 200 gramos de forraje presente en la

pradera..
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Grafico 21

Larvas de tercer estado en una pradera natural
pastoreda con ovinos tratados con A. oligospora
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Tiempo en meses

Grups A @ Blogue mineral sin Nematofago. Grupo B: Blogue mineral sin nematéfago - Antiparasitano Panacur

Grupe C: Blogue mineral con nematéfago;Grupoe D Blogue mineral con nematofago « Antiparasitario Panacur 2

En ¢l grafico anterior, se presenta la evolucion del namero de larvas infestantes en una
pradera natural, en la Estancia Josefina. con ovinos tratados con A. oligospora. Lz evolucion
general corresponde al comportamiento de las poblaciones de larvas en la pradera,
observandose sobre ese patrén. una disminucion en el numero de individuos infectivos. donde
se ubicaron y pastorcaron los animales tratados. El cambio producido en las poblaciones de
larvas, durante este ciclo en la pradera. es menor al alcanzado en la temporada anterior, en que
el consumo del controlador sobre sustrato de cercales fue homogenco y en entrega diaria para
los dos grupos de animales quc se trataron en esa etapa del estudio.

En el caso en estudio se introdujeron 140 camerillos en la etapa previa a la realizacion del
ensayo, por 11 dias de manera ajustar la disponibilidad de forraje y de contar con una cantidad
importante de larvas al comienzo del ciclo, esto significa  también. que se anadio una
contaminacion adicional con huevos que eclosienaron durante el desarrollo del ensayo, esta
condicion entrega una mayo: base de sustentacion al uso de hongos nematofagos como
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4. Evaluacion del efecto de los hongos nematafagos, sobre las larvas de tercer estado
de nem:todos en la pradera v sobre la carga parasitaria en ovinos en pastoreo, Predio

Bandurrias.

4.1 Consumo de bloques minerales en borregas de un aio.

Los animales consumieron los bloques minerales a partir segunda quincena de Marzo, en esta
etapa los ovinos, solamente consumieron trazas de los bloques mincrales, al igual que en el
trabajo realizado en la Estancia Josefina en el ciclo anterior, por lo tanto se determind introducir
animales en corrales con bloques minerales v agua exclusivamente, para estimularlos a
aumentar el consumo de estos dispositivos minerales. A partir del mes de Marzo se observod un
consumo creciente. que se hizo permanente en los meses de Abril y Mayo. A partir del 12

abril se micio la evaluacion e la carga e larvas de tercer estado en la pradera.

Cuadro 20.Consumo total y diario de Bloques Minerales en un periodo de 70 dias en

dos grupos de borregas Hampshire en pastoreo.

Ovinos Testigos Ovinos Tratados
Consumo Total Bloques minerales
| Kg /70 dias! animal 2,380 2,170
Consumo Promedio por animal
| grs /dia 34 31

Ovinos Testigo: Blogque minceral sin Nematéfago,

Ovinos Tratados: Blogue mineral con nematdfago;

Cuadro 31.Consumos de esporas en relacion al consumo de blogques minerales por

ovino en animales con un peso promedio de 40 Kg.

e ST - = dne 41 - Sty : : = E - -
Esporas por gramo de i Consumo diano grs C ansumo de esporas por Consuma de esporas por 1
I I i P ! | I I
i ! |
1 " { |
Blogue i Ovinos 40 kg animal | Kg de pesa
= e | : =22 e ,“....__.,,,',___ e e
=4 1 i 1 ! -
3.55%10 | 31 1,1*10 | 2.7*10
i |
i |
| |

Grafico 22,
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Tratamientos

En el grifico anterior se aprecia ¢l consumo de minerales por dia en dos grupos de
ovinos. tratados y testigos durante 70 dias de evaluacion.
El consumo total en todo ¢l perniodo de tratamiento fue de. 75 bloques minerales de 10 kg cada
uno con A oligospora en los animales tratados v 12 bloques minerales sin el hongo en los

animales testigos.

4.2) Peso de los animales tratados con A. oligospora administrado en Bloques minerales
de 10k. Los animales testigos recibicron solamente bloques minerales sin utilizar el
controlador biolégico.

Los animales que participaron del ensayo corresponden a borregas que nacieron en el
mismo ano y se destetaron en el mes de Noviembre. En este ciclo de pastoreo. se trabajo con
animales jovenes que presentan mayor sensibilidad al parasitismo, y que han sido encastados
en el mes de Mayo de 2006. de manera de conocer el efecto del controlador biologico en esta

categoria de animales

Cambio de Peso en 2 grupos de ovinos tratados con 4. oligospora administrado en
- - - . - - - 5
blhques minerales a libre disposicién. con una concentracion de 3.55x10 ~ esporas por

eramo de mezcla mineral v carbohidratos administrada en bloque.
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Cuadro 32 Cambio de peso en 2 grupos de ovinos consumiendo bloques minerales como

mecanismo de administracion del hongo controlador de nematodos 4. oligospora.

Tratamientos Enero Marzo Abril Mayo Junio
Ovinos testigos 33.1342.12 39.2+2.13 453+2.15 44.242.23 43.1£2.3
Ovinos tratados 33.5%23.7 429441 52.315.09 48.5+5.09 45.0£5.1
Diferencia de peso +0.37 +3.7 +7 +4.3 +2.9

Ovinas testigos: Blogue mineral sin Nematofago, Ovinos teatados: Blogue mineral con A. oligospera

En el cuadro anterior de cambio de peso, se aprecia que se ha generado una diferencia de 2.9
Kg. en promedio, por animal tratado, del grupo de los ovinos tratados respecto de los ovinos
testigos al final del periodo de pastoreo, 1 de Junio de 2006. La diferencia de mayor
significado se produce durante ¢l primer mes de tratamiento controlado y que alcanza a los 7
kilogramos entre ambos grupos, el periodo efectivo de consumo se produce entre el 12 de Abril
y el 22 de Junio. Los animales tuvieron un periodo de consumo preexperimental de 22 dias
entre ¢l 20 de Marzo y el 11 de Abnl.

Respecto del consumo del dispositivo con sales minerales, tanto con hongos nematdfagos como
sin estos. en las observaciones de campo se aprecia, que este es irregular en el tiempo, pareciera
ser que el estimulo para el consumo es el descenso de la Temperatura ambiente ya que la
disponibilidad de forraje no fue restrictiva a lo largo del tiempo, solamente vana la
composicion botanica, con un verano abundante en tréboles y un otofio-invierno con

incremento de las gramineas.

Grafico 23.
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Cambio de peso en Borregas tratadas con
Arthrobotrys oligospora administrato en
bloques minerales
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En el grafico anterior se aprecia el cambio de peso que ocurre en los amimales durante el
periodo de pastoreo, entre el mes de Enero y Junio. El consumo del biopreparado se produce en

los meses de Marzo, Abrl , Mavo y Junio en que se entregan fos controladores.

4.3 Evaluacion de la sobrevivencia de los hongos nematoéfago obtenidos, al paso
gastrointestinal de los animales

Presencia o ausencia del inoculo en las fecas ovinas en predio Bandurrias.

En el cuadro siguiente se observa la presencia de inoculo de A oligospora en animales
con tratamiento y sin el, apreciandose que en los testigos se presenta un niamero de animales en
los cuales aparece ¢l inoculo en 8.33 % de ¢llos, al comienzo del ensayo v 41.66% al final de
este. Sin embargo este grupo presenta bajas concentraciones fecales del hongo. menores a 30
contdioforos por placa.

En el grupo tratado se aprecia que al final del ensavo el 100 %5 de los animales presenta
al hongo controlador en sus fecas y este se encuentra en altas concentraciones en un 88,88 %de

ellos. v en concentracion media en un 11,2% de ellos. Esta condicion se explica porque ¢l 12

nematofago.
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La presencia de un 8.33% de inoculo al inicio del ensayo en los animales testiges, se

explica por la permanencia de A. Oligospora en el campo por la realizacion de una tesis en el

ano anterior en el mismao lugar.

120406 (evaluacion al
inicio del consumo de
bloques)

| Tratamicntos

Cuadro 33, Evaluacion del porcentaje de animales (%) con presencia del hongo A.
___Oligospora cn fecas de ovinos con consumo de bloques mincrales

02/06/06 ( ey aluacion al
término del ensaya)

Ovinos tratados

30%

Ovinos lcsii#ns

8.33%

100%

 41.66%

Nivel de Presencia

© 88,88% A+11.2%M

Presencia de hongos en fecas: B= bajo (1 a 30 conidioforos);

‘M= medio (31-60

conidioforos); A= alto (+ de 61 conidioforos)

4.4  Evaluacion Coproparasitaria de los grupos de animales en pastoreo

e Ll recuento de huevos. se realizo en el Servicio Agricola Ganadero (SAG).

Analisis de los resultados del test coproparasitario segun las categorias de nematodos.

1 recuento de huevos se efectud en el Laboratorio de parasitologia del Servicio Agricola
v Ganadero, en la Estacion lo Aguirre. Se debe destacar la colaboracion prestada por los

profesionales de esa mstitucion, Los analisis realizados constituyeron un servicio especial

otorgado al proyecto por parte del Servicio Agricola v Ganadero ya que este centro de de

otorgar prestaciones de esta naturaleza a organismos privados.

En ¢l siguiente cuadro se observa la evolucion de la cantidad de huevos de nematodos
tanto de Nematodirus spp como de Estrongylos ovinos, no se observan grandes diferencias en
estos valores, dado que el efecto de los hongos nematofagos es en la pradera y no hay ¢l iempo
suficiente en el ensayo, para que se produzca una reifestacion, de acuerdo a la carga de larvas

en la pradera. los amimales luego  del “rrabajo  fucron tratados con  antiparasitarios
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convencionales, el sentido de esta aplicacion es desarrollar un sistema integrado de control

parasitario.

Cuadro 34.Huevos por gramo de fecas y categoria de nematodos en ovinos

testigos y tratados.

Nematodirus spp

Enero Abril Mayo

Ovinos Testigos 9 37 19 86 1.2%

Ovinos Tratados 937 24 .04 2.90
Estrongylos spp

Ovinos Testigos 9.77 76 43 53.09

Ovinos Tratados 9.77 59.2 87.82

En el griafico siguiente se aprecia la evolucidn de la carga de huevos por gramo de fecas en

ovinos bajo tratamiento antiparasitario con 4 oligospora y sin el.
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4.5 Recuento de larvas infestantes en una pradera natural en pastoreo con ovinos,

tratados con A. oligospora y testigos.

Recuento del conjunto de larvas de tercer estado de nematodos gastrointestinales, presentes en
una pradera natural de 8 has. Con 2 grupos de ovinos. 350 tratados y 50 ovinos testigos en

pastoreo, borregas, dispuestas en 2 potreros de 7 y | ha respectivamente.

. Cuadro 35. Numero de larvas de tercer estado en una pradera natural
. pastoreada con Borregas hampshire tratados con A. oligospora,
incorporado en bloques minerales durante 70 dias o Bloques minerales sin

el controlador. ( Larvas por 200 grs. de forraje fresco)

| . _Abrl [ Mayo | Junio |  Julo
/Ovinos Tratados 128.75%8.19 139.4328.73 414+71.15a 1 202+58 96a '
'Ovinos Testigos 162.29134.3 | 279.07+£148.36 1193%216.3b E 1232+£190.7b |
I | |
Eficiencia de control % | 207 | 500 | 653 | 83.6 1

Ovinos Tratados: Blogue mineral can Nematafagos, Ovinas Testigos: Rlaque mineral con nematafagos

Test De duncan P<iL05 Letras distintas indican diferencias signmificativas,

En el cuadro anterior, se aprecia la disminucion en el numero larvas infestantes en la
pradera bajo pastoreo con ovinos tratados con A. eligespora en blogques minerales, a lo largo
del periodo en el cual se realizo el ensavo. Es evidente la tendencia a la baja que se produce en
los ovinos tratados, que recibieron el hongo nematofago. respecto de los animales que no
recibieron el controlador. Los animales tratados no superan las 414 larvas por cada 200 gramos
de forraje presente en la pradera.

También se aprecia en el cuadro precedente. el incremento en la eficiencia de control logrado
durante la aplicacion del hongo nematéfago en la dicta de los animales en expenmentacion.
Esta varia entre un 20.7% al comienzo del periodo ¢ evaluacion en el mes de abril y un 82 6%
en el mes de Julio. Se debe destacar ias condicioncs climaticas particulares del otofo del ano
2006, con humedad y temperaturas adecuadas para el desarrollo larvanio y fungico. El

tratamiento sc¢ empezo a evaluar cuando  va existiz un consumo  constante y permanente del
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sistema de administracion en blogues. Por esta razon se aprecia un cierto nivel de control en el
primer mes de evaluacion.

Grafico 25.

Evolucién de la carga parasitaria en la pradera, Larvas de tercer
estado/200 grs de forraje fresco.

' Tratados
- Testigos

Numero de larvas por 200 grs de
forraje.

Abril Mayo Junio Julio
Periodo de evaluacion :

En el grifico anterior, se presenta la evolucion del numero de larvas infestantes en una pradera
natural, en el predio Bandurrias. con ovinos tratados con A. oligospora. La evolucion general
corresponde a la esperada, de acuerdo a los ensayos anteriores realizados en sistemas en
produccion extensiva, lo interesante del caso que se analiza, es que corresponde a un sistema de
gran intensidad de manejo, con alta carga animal, lograndose. una disminucion ¢n el numero
de individuos infectivos, donde se ubicaron y pasterearon los animales tratados. El cambio
producido en las poblaciones de larvas, durante este ciclo en la pradera, es el mayor logrado
durante el presente estudio. dada la magnitud que alcanza la carga de parasitaria en la pradera.
Ademas se debe destacar que este ensayo a diferencia de los anteriores, se realizo con un rebano
de tamanio comercial. 400 borregas simultaneamente, lo que permite consolidar como resultado

la cficiencia del agente controlador desariollado.
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En los siguientes graficos y cuadros se analiza la carga mensual de larvas en la pradera durante

el periodo de evaluacion.

" Cuadro 36. NGmero de larvas de nematodos ovinos en 200 gramos de fc forraje |
fresco en una pradera pastoreada por borregas Hampshire en el mes de Abril de |
2006 5

Praderas con Ovinos Testlgos
. 128.75%8.19

Praderas con Ovinos Tr_é_fac_ios
162.29434

Grafico 26

Larvas infestantes en praderas pastoreadas con borregas
hampshire tratadas con Arthrobotrys oligospora
en bloques minerales. (Abril)

e
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Tratados
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Larvas por 200 gr de forraje

Tratamientos

EFn el cuadro v grafico anterior se aprecia el nimero de larvas presentes en el sistema de
pastoreo al comienzo del periodo. El consumo de los blogues con el hongo nematofago habia
comenzade de manera consistente 22 dias antes. La presente evaluacion se realizd el 12 de

Abnl.

C uadru '%7 Numero de larvas de nematodos ovinos en ZDD gramos de forraje fresco en una
_ pradera pastoreada por borre?af-; Hampshire en el mes de Mayo de 2006
Praderas con Ovinos Testigos ‘ Praderas con Ovinos Tratados
279.07+148.36 ; 139.43%8 73
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Grafico 27

Larvas infestantes en praderas pastoreadas con borregas
hampshire tratadas con Arthrobotrys oligospora
en bloques minerales. (Mayo)
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Tratamientos

En ¢l cuadro y grafico antenor, se aprecia el incremento durante el mes de Mavo. del
numero de larvas de nematodos en la pradera pastorcada, por los animales testigos sin
tratamiento, en este caso borregas Hampshire. Es clara la diferenciacion que se empieza a

producir entre el grupo testigo v el grupo de animales tratados.

Cuadro 38. Numero de larvas de de nematodos ovinos en 200 gramos de forraje |

fresco en una pradera pastoreada por borregas Hampshire en el mes de Junio.

Praderas con Ovinos Testig‘gg_"________m___{_m_______ Prac_h_e_.?fas con ovr[\og._'ljatado_s_
1193+216.3b 5 414%71.15a

Grafico 28,
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Larvas infestantes en praderas pastoreadas con
borregas hampshire tratadas con Arthrobotrys
oligospora en bloques minerales (Junio)

1400
1200
1000

£l Praderas con Ovinos
tratados

800

@ Praderas con Testigos

600

fresco

400
200

larvas por 200 grs de forraje

1

tratamientos

La situacion que se aprecia en ¢l cuadro y grafico anterior es el incremento en la diferencia
entre ambos grupos de animales en cuanto a la presencia de larvas de tercer estado en la
pradera. Esta evaluacion es ¢n el mes Junio y s¢ habian cumplido 70 dias de administracion del

controlador biologico a los animales.

( uadro 39. Namero de larvas de nematodos ovinos en 200 gramos de forraje

fresco en una pradera pastoreada por borregas Hampshire en el mes de Junio.

Praderas con Ownoa Testigos Praderas con ovinos Tratados

1232+180.7b | 20258 96a

Grafico 29
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Larvas infestantes en praderas pastoreadas con borregas
hampshire tratadas con Arthrobotrys oligospora en bloques
minerales. (Julio)

2 1400
E 1200
£ o
28 1000 m Praderas con Ovinos
< £ 800 tratados
5 S 600 m Praderas con Testigos
@ é 400
c 200
=

0

1
Tratamientos

La situacion que se aprecia en el cuadro v grafico anterior es una ampliacion en la diferencia
obtenida entre ambos grupos de animales respecto de la poblacion de larvas en el sistema de
pastoreo. Esta evaluacion se realizo con posterionidad  a la finalizacion de la entrega de
controladores en bloques minerales. esto permite sostener que los hongos nematofagos

continuan actuando sobre la carga parasitaria de la pradera, reduciéndola.

Ensavo 2007, Bandurrias.
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4.1 ~ 4.2 Evaluacion del efecto del consumo de Bloques minerales sobre el peso de

horregas hamphire en pastoreo.

e ——,

Cuadro 40. Consumo de mezcla mineral y cambio de peso en bE)l_'Eégas
Hampshire tratadas durante un periodo de pastoreo, Predio bandurrias VI

o e Region | -
Tratamientos 1 Gananciade
P.inicial P. final Consumo | Cambio peso |
| Kg. Kg. minerales | diario de Periodo Kg.
Kg. peso
| = e < l = g ey e d Kg'. T
| Ovinos tratados con | 28.43%2.0a 47.00£2.9a & 0.070 0.182 18.57
'bloques minerales | - ﬁ
: : ; ——— — - e 4 —— LS - RSt |
| Ovinos testigos | 31.02+2.4a | 43.17+3.23b 0 0.119 2 bl ) ﬂ

El cuadro anterior se aprecia el cambio de peso de dos grupos de ovinos tratados con
bloques minerales v energéticos desarrollados por el proyecto para introducir el controlador
biologico v utilizar este dispositivo como un sistema de entrega. Como se establecio con
anterionidad los bloques hacen un aporte d 2.4 M.cal. Por kilo de matenal consumido ademas
de vitammas minerales y oligoelementos. Los aumentos de peso del periodo son moderados a
bajos, esto a causa de problemas de riego ocurndo durante ¢l ensayo que limitaron el consumo

de alimento en la etapa media del ensayo.
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Grafico 30

Canbio de peso Kg..en borregas Hampshire tratadas con
bloques minerales, Predio Bandurrias

Peso Vivo Kg

En el grafico anterior se aprecia el cambio de peso a través del periodo de utilizacion de
los bloques minerales y energéticos, apreciandose un descenso marcado del peso en los
animales que no recibieron el aporte de los dispositivos de sales minerales v energia. Durante la
etapa media del ensayo se produjo un descenso de la materia seca ofrecida por ha. que afectd

marcadamente ¢l aumento de peso de los animales sin el aporte mineral y energético.
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Hitos: Se debera hacer un completo y detallado analisis y reflexion en cuanto al
avance, cumplimiento o eventual atraso del hito definido para el periodo.

ruta critica del proyecto corresponde a una secuencia de eventos en cl tiempo con

mayor dificultad en su consecucion, estos corresponden a los siguientes:

3.

A) Obtencion de los in6culos de Arthrobotrys oligospora, cste hecho fundamental
en el desarrollo del proyecto. tuvo una demora inesperada producto de la
necesidades de ajuste de los métodos de cultivo. para lograr la reproduccion del
hongo se disenio e implemento un sistema de obtencion de larvas de nematodos a
partir de contenido fecal. las que se utilizaron para estimular el crecimiento de los
hongos.

B) Evaluacion de las cepas a través del método de Tilley Terry, esto permitio
conocer 1n vitro la resistencia de las cepas a | efecto digestivo de los animales y
por lo tanto elegir las mejores.

C) Evaluacion in vivo de las cepas, para conocer la real capacidad de transito a
traves del aparato digestivo de rumiantes.

D) Evaluacion in vitro de la capacidad de control de lavas de nematodos.

E) Evaluacion in vivo de las esporas de las cepas obtenidas.

F) Introduccion de las esporas en bloques obtenidos a partir de mezclas minerales
vitaminas cereales, las cuales fueron evaluados para conocer su consumo.

(5) Evaluacion de campo a nivel experimental.

H) Evaluacion de campo en rebaino ovino de tamano comercial.

Actualizacion del analisis econoniico

o
ol
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3.1. Actualizar analisis de mercado.

El mercado de este biocontrolador s¢ mantiene en términos generales en las
mismas condiciones en las cuales se desarrollo el estudio original. No se han
desarrollado productos equivalentes al obtenido por el proyecto. L.a ventaja que
existe hoy dia es el interes por el mercado mundial por las carnes naturales. nicho
que amplia las expectativas de negocio del producto final al que ha llegado el

proyecto.

3.2. Actualizar criterios y supuestos utilizados en la formulacion del analisis
economico del provecto, se debera generar un esquema que permita
identificar como se comportan dichos supuestos a lo largo de ejecucion del
proyecto.

Los criterios y supuestos utilizados en la formulacion del analisis economico
del proyecto, se han modificado en el sentido de plantearse de manera mas realista,
conociendo el comportamiento en términos de innovacion de los productores de camne
de ovino y este proyecto que inicialmente se planted sobre un universo potencial de
introduccion de la tecnologia, equivalente a la totalidad de la masa ovina de la XII
region hoy se plantea con un mercado objetivo menor y con un potencial de crecimiento
que abarque o considere la masa de borregas de reposicion y las ovejas madres de los
agricultores que exporten carnes naturales. Para esta evaluacidon se consideraron
porcentajes de adopcion de la tecnologota de 2.5, 3.5 y 4.5 %o de la mas ovina de la
Décimo Segunda region esto determina un negocio razonable v que se plantea como un
modulo o unidad de negocios que se pueda replicar o hacer crecer en funcion de la
naturaleza del producto a generar. Los elementos o tecnologias a considerar en este
planteamiento incluyen un Fermentador, camara de incubacion, camara de secado y

produccion de bloques o capsulas.
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Analisis de mmpacto logrado a la fecha. midiendo y diferenciando al menos los

siguientes aspectos:

4.1. Ventas y/o ingresos anuales (§),

kn el estado actual del proyecto se han evaluado los prototipos de las presentaciones,

sin realizar una promocion a nivel masivo y de mercados locales y nacionales.

4.2. Nivel de empleo anual (JH):

No hay nuevos empleos, solo a nivel del desarrollo de los prototipos de las

presentaciones a nivel industrial se ha utilizado temporalmente mano obra aportada

por la empresa ECOFOS, empresa que ha terminado de desarrollar la presentacion

en bloques. esto ha significado la contratacion de dos personas .

4.3. Namero de productores o unidades de negocio que pueden haberse
replicado, y generacion de nuevas ventas y/o servicios.

Este proyecto tenia como horizonte el desarrollo de un producto en términos
de prototipo que debe patentarse ¢ industrializarse. La unidades de réplica derivadas
del proyecto son agricola Bandurrias que introdujo el uso de bloques en el conjunto e
su ovejeria esto en el plano agricola, por otra parte en ¢l plano industrial la empresa
ECOFOS implemento la produccion industrial de los bloques e hizo el aporte para la
implementacion del ensayo en el predio Bandurrias.

4.4. Nuevos empleos generados por efecto del proyecto.
Temporalmente se dio trabajo a mano de obra temporal en la produccion de blogues

a nivel industrial.

4.5 Nuevas capacidades o competencias cientificas. técnicas y profesionales
generadas (namero de tesistas o residentes. nivel o grado). Se han realizado 1cs

tesis de grado. dos en desarrollo y una concluida.
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1. Universidad Tberoamericana de Ciencia v Tecnologia. Facultad de Medicina
Veterinaria. “Evaluacion del cfecto de A. oligospora en wun sistema de

produccion ovina en pastoreo”. Eduardo Zapata A.

2* Universidad de la Frontera. Facultad de Agronomia.
"Efecto del hongo A. oligospora sobre la poblacion de lavas de tercer estado en

sistemas de produccion bovina en pastoreo® Nicole Herbener Paslask.

3" Universidad Catoélica el Maule. Facultad de agronomia. “Evaluacion in vitro
e in vivo de aislamientos de hongos nematofagos para su utilizacion en bovinos

en pastoreo” Rodrigo Mac- Donald S.

4.6. Numero de publicaciones cientificas y ranking de la revista (por ejemplo ISI).
No se han hecho publicaciones.
4.7. Numero de patentes generadas.

No se han generado patentes

Antecedentes completos y detallados del nimero v tipo de usuarios que solicito,

solicita y solicitara los servicios y/o productos generados.

Agricola Bandurrias.

Estancia Josefina.

Agricola Renihue.

Agricola Huaquén

Estas empresas han solicitado los dispositivos generados por el proyecto, y se espera

abastecerlos durante el segundo semesire de 2007,

6.

Resultados e impactos probables al cierre del proyecto

1440)



GOBIERNCG DL CHILE
FUNDAZION 'ARA LA
INNOVACION AGRARIA

CARMCTERSTCAS

ConBeck DBo Trangy. esur dguadive prra b admirking 0 pamtanarte @ Ur oo portberec i b
al cererc Artrtorys Exte es ur corirobedr bkighe delaas & leoer estic er b rater que
campaneranimerte erireca mranles energ 2y viarras

Su erfrmacia es la de v blegue kgrax por presiér sclre arbchird® y mreries

Ci Ghree Aghrahobys esur gyc cebarg o @rrchr rdunimert bs bras de ramdooms
pansios @ wimaks o b raden cpaes de cpiuer x lres on ur ssamaderates y ks

cie drfierer y ckny dpradt o wesidclrvae Sde ggeaha g esl.xc er lapizena
yer b xra cer'ml l@rnde Bsta ur &% ce catrd delis bivas rfesiries er o STmje
Complemeriiamerte d depodie potamrade ooy Lshon Glde paac aae selak y
satic erfre cims ruinenies. oor elewca boenpaibiicas Tambee se asccor er este booue
corbehiinsts de ata d@ibica gortante wemga rdicae min pecda o ata @manda del
[ o

Lok & BoDregy gora pamarecemer e el borg ccrrclala debircoieiinddr o kg
stiemas er mEsone @ cbfcy pmavea demed: deircala d farqeer ks maneries de dic
Aegc paastyn

Eooliock® Do loergy artiereur horg cue maste o cigesion nral y o5 cepatre o bis
fecas en cerprtc oo | hueves ce parigtos postencrmerte emim d meme Senye er que
edmiorar I hiews de bs rematidios pa bk ae esapx & adur ‘ocduxdomerte sk ks
esads ifestr e

Exfiock § Bo Doargy oporta tambiér viamires miceaks y eraga ce auenca b demard
ditia deeges numantes mgaace |2 drponibicid & sos ekmerts a fivel mirl

budos Us Iwawsoe Ndebin 'L2 Lobl Uadly
Purad wa S-S 175 Drwaonin ol S3HE - Serlegu novvve 0
At mata wikaBabe d e aseeo dgead spb ot ool

e A VIS SA Cumbe Gomaliar bbdr bril% . Musbt.Fowadk - Che
il it el Fom 06 "EXTY

142



COBILRNO DE CHILE
LINDIACIEON TARA LA
PNV AZION AGRARIA

COMPOSIION PROXIMAL Y DIGESTIBILIOAD POR CADA1.000 gr.

N 3%
4 eio B Lradet) | N3 LA Al Lrabdl | Uriwad:
(e v Busw jar | 1fojum ‘Asrztim u b O
ATy v ] u Warrval ] WO |
e ™ ‘ATl o PO
_uiis 1 2
(TP Y [
taloElew L% EEE
vt e Ui kY (5=
Fiex crpativ hadn % [T
Fie, dbapain Ak b bl
T Wusd 214
bdin s Y 1
Fisdow ) Y suq
Feri e nu 31530
ot msas npk 1144
ST b [0%:1)
PR gy I
ADMINISTRACION Y DOSIRCACION

TocBock b Bofrog seadrrataer ocsprache sirans @ cofoy prmven Ak
dododepsime er ogpaid @ lomasyer cepsa efubr o leme @ gehainy bdrar
Iroamems o elpeaic riricr 4 arase

Cocfock © Do Trangy 92 debe arimecir e el pémme pretanier ke de b buvis y @ b humecac
o erad

I Jwresy Cpres el mrsumc puate
darzyerted] Cloranruld :

Bowsde kg
Osnbur i Hosues er omabarggérea

EcaBlm:k 3 Bln-Emargy 225
 Eémlke Pewrsm bk tn uu-:.t
Furtn 53635413 Comcnad S514 - S

nm:mmrm-ws; Pankt- nbui-.«bi; :
foee 6212 14205 TP



4 b
& GOBIERNO DE CHILE
- FUNDACKIN TAEA | A
NNOVACION AGRARIA

4. Fichas técnicas v analisis economico del cultivo. rubro. especie animal o tecnologia
que se desarrollo en el proyecto, junto con un andlisis de las perspectivas del rubro
después de finalizado el proyecto. Se debera incorporar toda la informacion relativa
a la participacion e identificacion del sector productivo.

I'n el punto 3..2 se desarrollo la evaluacion economica.

5. Impactos del proyecto: descripcion y cuantificacion de los impactos obtenidos, y
estimacion de lograr otros en el futuro, comparacion con los esperados, y razones
que explican las discrepancias. Algunos indicadores de impacto son mencionados en
el instructivo del informe de avance técnico.

A) Los impactos de mayor relevancia tienen que ver con la generacion de un
concepto diferente en el control de nematodos parasitos de animales
domésticos, que corresponde al control de la poblacion de individuos
infestantes en la pradera y no al interior de los animales rebajando la
principal fuente de infestacion de los sistemas de produccion animal en
pastoreo.

B) Generacion de un insumo nuevo con un alto potencial de mercado que
integra elementos de control parasitario y de suplementacion mineral vy
energetica.

C) Generacion de una alta demanda por parte de productores ovinois de
Magallanes que esperan la implementacion de la etapa comercial de os

prototipos desarrollados.

6. Problemas enfrentados durante la ejecucion del proyecto (legales, técnicos.

administrativos. de gestion) y las medidas tomadas para enfrentar cads uno de ellos.
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8. Conclusiones. desde el punto de vista técnico, economico y de gestion.

b

ad

N

6.

Rl

Se aislaron y evaluaron 16 cepas de 4. oligospora con capacidad de control de

nematodos.

Se aislaron y evaluaron 2 cepas de 4. superba con capacidad de control de

nematodos.

Se alcanzo un maximo de control de larvas de tercer estado en placas de un

99.14% con A oligospora a las 24 horas

A. oligospora presento un nivel de control a nivel de campo de larvas de tercer

estado de nematodos de rumiantes 87.66 y 83.6%.

Se desarrolld una presentacion de A. oligospora incorporado en bloques

minerales de 10 Kilogramos de peso.

Se desarrolld una presentacion en capsulas con una duracion limitada a 35 dias.

El consumo de la presentacion mineral en bloque en animales sin restriccion

forrajera se estabiliza en 31-34 gramos por amimal’dia.

El consumo de la presentacion mineral en blogque en animales con restriccion

forrajera se estabiliza en 70 gramos por animal dia.

El consumo diario del dispositivo mineral produjo una diferencia de peso en

3

borregas hampshire estadisticamente significativa de 3.83 kg

i
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9. Recomendaciones. desde el punto de vista técnico, economico v de gestion.

a)

b)

El trabajo de investigacion sobre la ecficacia de este e tipo de hongos,
nematofagos en general v A. oligospora en particular se debiere extender a otras
especies animales, en especial todos aquellos que realizan parte de su ciclo
productivo en pastoreo. produccion de came, leche en el sur de Chile y
produccion equina.

En lo economico se debe plantear el establecimiento de una planta de produccion
semi-industrial o industrial de este tipo de controladores, que permita su
masificacién a corto plazo de manera de apoyar a los productores que estan
iniciando el proceso de transicion hacia tipos particulares de mercado como el de
las carnes naturales y organicas.

En el plano e la gestion el proyecto parece ser adecuada la definicion de hitos de
manera que las evaluaciones se realicen en funcion de puntos de particular
importancia en el avance del provecto. Por otra parte estos hitos se deben ir
revisando en la medida que se avanza en el desarrollo de la mvestigacion y del

aprendizaje que van obteniendo los equipos técnicos.

10. Otros aspectos de interés.

Los hongos aislados y evaluados por el proyecto tienen un encorme potencial en el

control de patologias vegetales y es un area respecto de la cual se deben analizar.
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Objetivos del proyecto BIOT- 01- P-20
(¥bjetivo General planteado en el proyecio:

Aislamiento identificacion, reproduccion y evaluacion
de honges nematafagos de los generos Duddingronia v
trthrabotrys para u uso en e sistemas organicos de
produccion de carne ovina en VMagallanes,

Objetivos especificos:

1) Aislamiento ¢ identificacion de hongos
nematofagos de los géneros Duddingtonia
drthrebotrys, a partir de muesiras fecales de ovinos en
pastoren, en Magallanes, mediante la utilizacion de
nematodos trampa .

21 Reproducciin en sustratos selidos de hongos
nematofagos de bos géneros Duddingtonia v
Arthroboirys.

31 Evaluacion m vitro € i vive del efecto de los
procesos digestivos de ovinos, sobre la viabihdad
de las comdias de los géneros Duddingtoma y

4 rthrobotrys.

4) Evaluacion del efecto de los hongos
nematofagos obtenidos, sobre las poMaciones de
larvas de tercer estado de nematodos, en la pradera
v sobre la carga parasitana de ovinos en
Magallanes

5) Desarrollo de un estudio de mercado que
permita ubicar el segmento de aplicacion de cita
mnovacion para defimr la presentacion y
competencia respecto de los productos
convencionales

Hongos atrapa-nematodos

150 especies descritas, pertenecen a la
Clase: Hyphomycetes, seis géneros son los
de mayor importancia en control de
parasitos: Duddingtonia, Arthrobotrys,
Dactvlella, Geniculifera, Monacrosporium,
Nematoctonus. (Liou and Tzean, 1997),
comunmente encontrados en material
vegetal en descomposicion, fecas v suelo

CARACTERISTICAS DE HONGOS
NEMATOFAGOS

Presentan crecimiento de hifas que se
extienden en el suelo, alrededor del
sustrato

Desarrollan varios métodos de trampa
hasados en arllos contracules; hifas,
prominencias o redes adhesivas

Los organos trampas pueden ser
producidas continuamente o en respucsta
ala presencia de nematodos

REDES TRIDMENCIONALES Y ESPORAS
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Hongos Nematofagos

Artirchotrys eligospora. Duwddingronia flagrans,

Producen estructuras resistentes
iclamidosporas) gue le permiten sobrevivir el
paso a través del tracto gastreintestinal

i anacrobiosis, enzimas, temperatura)

Terapéutica tradicional para
parasitismo

nivei del hospedador mediante el eraplen de

ntibieiminticos come via para chminar a los

ds,

B |

parasios v de esta manera destrur ia fuente de
centaminacion de los potreros

te- para mpedir =l
mfestartes de fos

narasiios con los ammaics del rebano (95% masa
ria, introd mecamsmos de rogulacion)
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uadro 1. Cepas con uso potencial como controlador

hiologico de nematodos. {
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yera para 20 kqgs

Diseno de un sistema de administracion .
A) Blogues minerales.

B) Capsulas intrarruminales de digestion

lenta .

A Oligospora desh ;
para incorporacion en bloques

Cuadro 10. CONTROL DE CALIDAD DF 1.0S
HONGOS NEMATOFAGOS
EMPLEADOS PARA LA ELABORACION DE
BLOQUES

eniraciGa de espravgramo de T3 x 1B cparas g

HSTATO MeCe . (AVERA-2TTHT)

Viakid:dad de 2t espaiay 86"
Furcea fant.

U e de s formadoras de colorad de ATBWODGEYS ORQCIPOGE . BR

2 gramos de fecas swnas incubades an ger-agus desouas de 7

Auas de conmame de 52 gratha Se blogus mane ral ineduiads can
& hange nematetage
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Diseno de capsulas intrarruminales

|
|
|
i
!
|
|
1
I
|
|

| Capuudas f PR

' Cuadro 12. Cambio de peso de capsulas formuladas en hl!-t'-i
. a Gelueire 30:02, Avicel. lactosa spray dricd ¢ incorporando !
i ) afrechilio tamizado Grs. l

Cuadra 15, Cambia de peso en capsulas immrmmmaln dt‘
digestion Iema t\a]mmon en un_('ordcrn Tistulado. (gr lrnm.‘l

|

Fec
116 duas 4 das s

——1- e 2

4 1TRzans ! BADNTH | AVBA0T | AABDN

.
1
]

Evatuacion in vivo de capsulas intrarruminales de digestion lenta

s 5 Easstlstorns § praes b
Svasmares
«wan sl FR BT

Capsulas y lanzabelos

Cuadro 13, Concentracion de esporas
A. oligospora por gramo de capsula.

i IELESTTY IREELL
A LA 2yt
L] LaiR
\ Advd . EERe L
W Ak
8 IAvin
[ (RN

I} Primer ensayo Magallanes:
Fstancia Josefina (2003-2004)

Administracion de A. ofipospora en Sustrato solido,
cereales.

fy



Recuento de karvas en ura praders natural con ovinos 3
prstors tratados con A Ohgospora y iestiooe, B b
Estanaia bositing, Magalianes.

Nurnero dee larvas
fresco
o N B &g

200 gramos de forr

Ad gl aoin

int contralpdor Feniomen con rerpales 200 giL por anevial

Segunda Ftapa Evaluativa:

Fvaluacion del efecto de cuatro tipos de blogues
mincrales inoculados con A. oligospora sobre la
poblacion de larvas de tercer estado en un sistema
de ovinos en pastoreo.

Grupo \: Blogue mineral sin Nematalagos
Grupe H: Bloque mineral sin nematafazo + Fenbemdarol
Grupo € Blogue mincral con nematolago,

Grupn D Blogue auncral con nematofago *Feabendasol




Cuadro 24.Consumo medio de Bloques minerales, gro
en un purindo de 60 dias de pastoreo en 4 grupos de 15
corderos en pastoreo.

[Grupos Ensayo

[ Grodia

Dispositivos para el consumo

Cundes 24 Cambio de peso en d gonpas de 15 avindgs consunmic
miperales camo mecanismn de admimistracitn del hongo contrplador de
nematodos, A4 oligesporn,

nebi Bilogues
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prriofs Marzs Mays

L .02 L
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minerales con y sin A ohgospora
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Huevos tipo Esteongylus® * por gramo de fecas em ovinos en
| pastorea tratados con AL oligospora administrado en hlogues

minerales. Hpg.
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| Cuadra 28 Huevon de Nematodivus spp por gramo de fecas en o s En

pasioren irafades con v sm A olignspara adiministrade en blogues mimerales.
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| Cuadro 29.Numero de larvas de tereer estado en una pradtra1
| natural pastorcada con cuatro grupos de corderos (ratados
| con 4. ofigespora, incorporado en blogue mincrales durante
: 60 dias o Blogques minerales mas un tratamienio

i antiparasitario. {Panacur ®)

|
Crupne E_ |

Larvas de tercer estadso en una pradera natural
pastoreda cor ovInos tratados con A ofigospors

gREzgbEz

Nismars da arvas de e
rEgg

waimds por T0E gre de forraje

Tumpa B0 meces

i b g it sk B Fouts B s o i e AT, S
et

Il Etapa evaluativa:
Establecimiento de ensayos VI
Region:

Predio Bandurrias.

IIl} Establecimiento de ensayos Vi Region:
Predio Bandurrias,

Evaivsacn del gtechs de los hongos nematetanes sohee las lacvas die torcer estada
de nermatodot pi la pradera y ssbee la carga (aratilaia an avineas =n pashersa
Fredic Bandhrmias 2066

Cuadro 30.Consumo total y diario de Bloques |
Minerales en un pericdo de 70 dias en dos grupos de |
borregas Hampshire en pastoreo.

: ]
Owiros Teshigos | Drames Tratades
I i 4
wrerales Wy T S ane | @ i i
Larueme Promeds por anenal
= a . Ja . | n

. Cuadro 31.Consumos de esporas en relacion al

; consumo de bloques minerales por ovino en
animales con un peso promedio de 40 Kg.

| Consuma de | Consumo de

o ot
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grama de diario grs. ESpOTas pur ! SV as por
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Cambio de peso er Borregas tratadas con
Arthrabotrys chgospors admenistrato 2n bioques
mincrales

—— O g
o Irmasss

Kgs dr pese

P e .

Enera Marzo  Abnl  Mays  Jemic

Mo s 32 Bvdldation

Cuadrz 15 Numero de larvas de tercer sslado #n una pradera nalural
pastoresds con Borregas hampshire tratados con A olipuspora |
incorporado en blogues minerales durante 70 duas o Blogues minersies |
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2007 Evaluacion del efecto del consumeo de
bloques minerales
sobre el cambio de peso borregas Hampshire
tratadas durante un periodo de pastoreo. (96 dias)
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“Aislamiento y evaluacion de hongos
nematofagos para el control de parasitos
gastrointestinales en sistemas organicos de
produccion de carne ovina en Magallanes”.
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Sustrato
deshidratade

Por 8 cemanas

d

1S grupi

.__?‘ o, % ‘

Cambic de pese en ovinos iratados con
A pigospors como contolador de nematodos

»

e (e b aiog

. Tesigs

Mes de evaluacion

PremeBim 0% HRd B dTd Rutural

Kumero dae larvas

a0 7
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Recuente de larvas en una pradera natural con ovanos
2 pastoren tratadas cor A Dhigospon y tesigos, en b
Estancia Josefing, Magafanes
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Hupyosigramo de fpcas en ovns Iratados con
A eligospora como control bipiogic o de parasites
gastrosntestinales

- Teutigos

s Trawdes

Numerc de
hisvos/grame
de fecas

Marves de evakiacion

£,

Numero de larvas por

cyinas incubadas 3

gramo de fecas

ol e
\,ﬂ.qh SEth
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Incremento de la carga parasitaria en ovinos
trazadores en un sistema pastord, con ovinos
tratados con A ohgospora y lestigos sin
Iratamiento
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“h, Hongos Nematofagos
mﬁm = IER,
: w i.a“ 1

o -
Duddingtonia ffagrans. 4 rihrobofiys ofigospora
A% e . * G
v £k .
m  Producen estiuctiras resistentes %
= ST jid : 3

{clamidosporas) quc l¢ permiten sobrevivirel

paso a través del tracto gastrointestinal

b b

{anaercbiosis. enzimas, temperatura)

n Reproduccion en sustrato solido
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Avena grano ™

Sustrato
deshidratade

Por 8 semanas

LUSTEN
toatados |

Testgos

Cambi de paso on Bvinos teatados con
A ahgotpora como tonlrolader de nematodos
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Recuento de larvas en una pradera natural con ovinos

a pastoren tratados con A Oligospora y tecligos, en la
Eatancia Jossfing, Magattanes

<o

&n 256 gramos g
forraie fres

Kumers det farvas

1 2 3 L] 5
Misen de ryvaluacion

-

Hosvoligramo oe fecas en ovnos natados con
A, phgaspora como Contrs Bakogco de parasitos

Prevencia de A obgospora % en las fecas de dos
grupos de 15 ovinos, tratados y tesbgos
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Larvas por gromo de fecas, incubadas a 25°C en ovinos increments de la carga parasitana en ovinos
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tratados con A oligospora y testigos sin
tratamiento
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“Aislamiento y evaluacion de hongos
nematofagos para el control de parasitos
gastrointestinales en sistemas organicos de
produccion de carne ovina en Magallanes”.

Mol Vepegas v . Medics Vetarnsoes Mae OMY {n]
Parrrcin Palapueics | Sdings M3
Wupo ¥era ¥V Eianca joaetae

Hongos Nematofagos

Grupo de mucrg-hongeos (Hyphomycetes) ubicuos,
comunments encontrados en matenal vegetal en
descompozicion, fecas y suelo

HONGOS  ATRAPA-NEMATODOS
NEMATOFAGOS
FREDATORES

CARACTERISTICAS DE HONGOS NEMATOFAGOS

Presentan crecimients de hifas que se
extienden en el suelo, alrededor del
ststrato

Desarrollan varios metoduos de trampa
tasados en anillos contracules; hifas,
prominentias o redss adhesivas

Los drpancs frampas pueden ser
producidas continuamente 0 en respuesta
ala presencia de nematodos




ANILLOS ADHESIVOS

HONGO ATRAPA NEMATODOS

Pematody

Horgos Nemalofagos

natdagltoma Megrans. Arthrobotrys cliaespond

28N aStrTurat regct
pese a traves de!
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HORQC en 3usinato s0do o8 marcia con la dwels de ios animsies
suscepiblen ¥ parasshams

Exporzs en g shmenlp = sliav@sa
e Irazis Agestive ——  # hongs cae aeno

oo L2z fecas —» Germuna desanoiiz

] as ampa y reduce 108 €512305

mfectves

Resumen de parasitos y organos parasitados
en ovinos y caprinos

Abomaso Nematodoas Haemonchus contortus
Ostertagia circumcincta
Ostertagea trifurcata

Intestine |Nematodos | Texecara witulerum
de?ga:jo Cooperia spp.
Trichostrongylus spp.
Nematodiros spp.
Strongyloides
papillosus.

Capiltaria spp 1
Desophagostomum spp.
Chabertia ovina
Trichuris owis

Terapéutica tradicional para
parasitismo

& iLaterapeutica tradicional se ha basado en el
control guimico mediante el uso de
antihelminticos.

# Ei desarrollo de estralegias de < ontrol de las
helminhasis abarca dos niveles

fad



Terapéutica tradicional para
parasitismo

nivel del hospedador: mediante
el empleo de antiheiminticos como
via para eliminar a los parasitos y
de esta manera destruir la fuente
de contaminacion ce los potreros

impedir el contacte entre las
formas infestantes de los pardasitos
con los animales del rebano:

Nematodirus - Ciclo de vida
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Grado de control de diferentes aislados de
hongos nematofagos sobre 1000 larvas de
o nematodos i
Aislado  Horas de
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GANADERIA ECOLOGICA.

Objetivos Del Desarrollo Y Difusion De Los Procesos
pe Produccion Ganadera Ecologica En El Ambito Mundial.

Pusduce  snmestoe e alta caldad san@taria, nutritiva y
organcieptica
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Manieesr o divercidad genética amimal y oei ecoasiema,
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Normativa O Marco Legal Especifico Que Define
El Funcionamiento De La Ganaderia Ecologica.
(Matta 1999).

Los setemas ganadoioe ecologioos seran prncighlments «otenaivos o
semiexiensivos. [ AUnds miensvos, ne pueden campiir con o bavico de
la GE}

Los alojamentos o refupos deben estar construrdos de matenales o

texions y doeben see amplies sentdados o luminados, con un area de
reposo provists de camas  y adecuados para mancjr el ganado
evitando ol esties que contstbuya a romper &l equilibnie sanitara on
que s& encuentran los animales.

Les ahmentos gque consuma el ganade deben oblenorse  por
precdi ! 5 e i funrs da la

propledad estos deben estar certificados
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s praderas y pasturas.

Estierced apliable no debe superar un aporte de 170 kiogramos de N
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Profilaxis y Cuidados Veterinarios en un Sistema
de Ganaderia Organica

= Natunas.

® Se gliboiran fay goe i auteridad semitarta estabdezca coma
ubligatorias y las gue autorice €l organisme de costrol

= Medicamenioy

= Estan prohibibes los fansacor de sintews 2 los que podra
recurrirse cuands Tracasen todas 1an ptres modidas que wiilizs ls
progduccinm ecolozics

= Autiparasitarios.
Se utilizaran antiparasitarios solo cuands fas pormas de manejo
sean vobrepasadas v se aphicaran fwera de tas clapas de lactacon ¢
mscio de b geviacion

Productos AL TORIZADOS PARA LA LIMPEZA A
DESINFECCION DE LOCALES F INSY AL ACIONES

labon de potasa y sosa, agua y vapor, Lechads de cal, Cal, Cal viva,
Hipoclorito de sodic., Soda caustica, Potasa caustica, Perdxido de
hidrageno, Esencias naturalcs de piantas

Acido Citrico, Ac. paracetico, Ac. formico, Ac lactice, Ac. Oxalico, y
Acetico, Alcohol, Acido Nitnico, Acwdo fosforics, Formaldehido

Productos de la desinfeccion de Ios pezones y de las instalaciones
@e ordeno.

Carbonrato de sodio

También esta permitido el uso de compuestos cupnios para ol use
&n pediluvios,

Restricciones de la Normativa Europea para la Abmentacon
Animal en un Sistema de Ganadena Ecologica.

Esta pormetido que  Rasta un 30% de los componenies da fa formula

de los concentrados se ongine fuera del sitema de producoon y se

podra aumentar hasts un B0 % cusndo provenga de o msma

explotacion,

Esta pnmtuh ol uso de un mavime de 10 'Ih de L matera vaca qun
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sean eccologieas, con  ewCE ﬁ&ﬂmmm
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ser de wn 75% 2l da s superar o morlo atual

Low sstemas de cnia utdaaran un 60% de la materia TECE ConEmG

mmawmmnm ensiiados o desecsdos Soio e el case
b produccian lechera este porcestaje se podia reducis a4 um

sns. (CEE 2000),

Mo eats parmitido 5l uso de sustitutos de lnche. L.u. vitaminas

inyectables solo se podvan widzer on tidrah
E) uso de minersirs se podra realizar con Illhmn‘.u Jua eEtan

por las normat n T cBuG ve podran
utilizar de Jarant

& urea on ¢f alimonte.




Materias Primas De Origen Mineral
Permitidas En La Agricultura Ecologica.

®  Sodks Sa marses sm orefnae. sl eema bewlta de mens wndieke de sode,
Carbonato de wdio. Swarbonats de wodie.

»  Calew Conchas de amimetwd atudtions carbonate de calne, laciste de caloe,
glucanata de calon

s Fostera Fosfetes becalocos precipitados.  de  hesesos, foutete  ecaloos
dnMurradn, toslats momorsions desfiuor e,

®  Magnesis Magames  ankidro,  wslfat
carbenaty ge magaso
Krsten Suitaws de sosa

de magreme rlorss g6 magRemn

.

.

" Homero Carbenat

= Yodo Yoditn de caloc sehedie, poditn de calce hesahidoslsde. vodure de
olasn

»  fobalte Selfete de sobaite, menchoidrats o sulfste de cobalts heptahidiarads,
canbanans hasicn de oobalts oo

®  Cohre Owide cupnive. carbonsto de cobire hasico, monobidratade; sulfsts da
rolre pertabid slad.

. M b e - mons yio
& Binc Carbonasto de panc, sullate de oc Mehe y/c heptahidiatado,
B Hohdene Molidats de amame mebt-dsto de sode

Seierun Selenatn de sotho felenits de sowbe

Bases para el diseiio de sistemas organicos
de produccion

= Diversificacion espacio temporal.

= [ntegracion de agricultura v canaderia.

m Reciclaje de residuos agropecuarios y
agroindustriales.

= Disenio y optimizacion del uso del espacio
agricola y natural,

Integracion de agricultura y ganaderia

® {iseno de sistema de rotacion-praderas cultivos,

® Gencracion de ciclo de carga v descarza de nulrientes.
® Accleracwn de ciclos de nutricntes

w Ruptura de cicios biologicos

= Fstahilizacion v flexibilizacion de ingresos,

Dinamics materia organica en of sucla
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GANADERIA ECOLOGICA.

sC TORES

Objetivos Del Desarrollo Y Difusion De Los Procesos
De Produccion Ganadera Ecologica En El Ambito Mundial.

Produce alimento de alta calidad sanitara, nutritiva y
arganoleptica

MATIE AT S T INRegrada oy 4groerasistim

Mugdenes b diversidad geaetica animal y dsi scoudlena
s Lt D o ki halalal nalie ses

conduiones vitales cars o

~Evitar (ndas las formas de contamnacion Jus Jueod; jrasia
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TERT UNG NelACION W
QU DetenC i
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~Conservar la salud publica y el medio ambieate. co o Mo
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Beneficios Esperados Sistems de Ganuderia Ecologica.
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Exigenicas de Cahdad. gue Hener
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La ol nwimal v masicndns on hase 5 wodlidad ssmilarmy proycmie s Mobay
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Normativa O Marco Legal Especifico Que Define
El Funcionamiento De La Ganaderia Ecolégica.

{Matta 1599)
Los wist: & OQICoS seran prncipalmente extentivos o
{nunca o pueden cumphr con Io basico de

1a GE}

Les alojamientos = refugios deben estar comstivides de matanales no
toxicos y deban sar 2 L dos, con uwn area de
reposs provista de camas  y adecuados pars manejar el ganado
evitando cl estres nue contmibuya @ romper of cquilibro santaro en
que sc cncuentran ko2 Animales.

Los abmentos gue consuma el garado deben obtenerse por
[ St ose Tusra de b
propiedad estos debon estar cortificados.




Perodo de Transicion para ei Establecimiento de un
Manejo Ganadero Ecologico

Transicion: tendcd una de 2 ble del estado micial

del sutema Que se conweerte,

£l aspects de mayor pesc &n ia transicion & la conversion del suele o de

ias praderat v pastorad

teteronl aphcable no debe superar un aporte de 170 kilogramos de N

por ha fafo. O cargas animales que superen ese aporte de N por ha,

i o owinoa deben tEner un Hemps minimo de convertion de & meses.

Uumrm;lmﬁmmsmwmmn
considerarse

minime de Dempe gue gm debe cumplir para
scclogo son ks sigulentes:

Bavinos de leche 20 dias
Bevinos de came B dias

Les cerdos deben cumplin con la normativa ecologica desde los 35 dias
de su naciients. las aves de puesta deben estario desde ko 30 dias de
ET] ¥ s conejos y pollos. deben cusaplir
mm-dm&wnamlm

e e In cria ol y
=l msme

A ia mrisea etpecie por

Profilaxis y Cuidados Veterinarios en un Sistema
de Ganaderia Organica

= Vacunas
& Se gliizaran bas que b amoeridad camtana establozca come
oblipaloriaes 1 las que anlorice ¢l organisms de contiol

= Medicamentos:

s Esan proliindes bos farmacos de smess s los que pedra
recurmirse cwands fracasen lodas las ofras medidas que atibzs e
produicibn coolegia

® Antiparasilarios.
S¢ plihzaran annparssitanas ok cuands las nornzas de mancjo
agean sobrepasadas y s aphcaran foera de las etapas de actacien ¢
o de la gestanion

Froductas AUTORIZADOS FARA LA LIMPIEZA ¥
DFSINFECCION DE LOCALES EINSTALACIONES,

Jabon de polasa y $053, agua y vapor, Lechada de cai, Cal. Cal viva,
mpncuum de sodie. Soda caustica. Potasa caustica, Peroxido de

genn, Esencias les de p!

Acido citrico, Ac. paracetico, Ac. férmico. Ac lactico, Ac Oxaiio, y
Acstice, Alcehol, Acide Netrico, Acsdo fosfonco, Formalkdehdo

Productos de la desimfeccion de los peroaes y de las instalaciones
de ordeio

Carbonato de sodio.

Tambien esta permutide e uso de compuestos Cupricos para of uses

en pediluvios.

Restnicoones de la P pea para ia Won
Animal en un Sstema da Ganadena Ecologica.

Esta pernutido que  hasta un 30%: de los componentes de la formuia
*u:ﬁmmm“mwh-ﬂmm—.ﬁgm.m,“
podra sumentar hasts un B0 % ruande provenga de la mEma
e oA
mwmanﬁmmm*lﬁﬁth'ﬁ“mm
w e obres orig Gl o

scan de
ke md lﬁ'ndmmmmbmw
ser de un F5%: 3l dia sin supearar = monte anuai
lumumﬂmmmmehw»mm
por K e Trescos o desecados. Solo en el cass
de ia producoon lechera cste porcentaje se podsa reducic 2 wn
50%s.{ CFE 2000 ).
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umﬁmmum.mmmummm
poi las i Enmf_uoumu
de oOE,

utihTar P
© urea on of abments

Materias Primas De Origen Mineral
Permitidas En La Agricultura Ecologica.
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burburr

= Magnasio Magnesis achidre, uifiln de magnesa. dense i magmesso,
carbonEts de magEio.

Asuire Suffaic de sees

Asrireve pars ia storantaion
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Bases para el diseiio de sistemas organicos
de produccién

= Diversificacion espacio temporal.

= Integracion de agricultura y ganaderia.

= Reciclaje de residuos agropecuarios y
agroindustriales.

= Diseno v optimizacion del uso del espacio
agricola vy natural.




Integracion de agricultura y ganaderia

Discivo de sistema de rotacion-praderas cultivos,
Gencracion de ciclo de carga y descarga de nutricnies.
Acvleracion de ciclos de nutrientes

Ruptura de ciclos biologicos.

Estabilizacion + Mevibilizacion de ingresas,

Dinamica materia organica en e suelo
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P tn de las has fecales
avinas bajo condiciones de Verano seco y
Primavera Humeda {Howarth 1 al 1985}

Matciia
AN

as N —_
LR B Bl v ey rne o= VEra0 $H00
°E£ =g - - g Vera sm,.)’
sd2a "L .
s 5 ..[ - Pyamavara
- ; 3 el Hurmeds
3] .
o B vk ; ;
2 5 m o .
LI §EE % 3
Tiemps en dias
‘l_g
T rreiric s 100 kg N
Apc oo 1% NEopes
- BODO r e
g ap of ) — T s G
- s N
= om0 b S :
% ¢ | B
o ! &
[ e S
- om om mow
Ane

T



Composicion compost ap

SMUTREATY

FHENNIS

-

romndusinales

¥ b i,

e it

R ]

()




— TR
A e EULL VR P

- A 1
i e . »

» = . = i *3
- il . 22 .
- - - = - -
. P -

- -—
-

o

Apd o

Yemanda buropea 9€ P hn;t:‘ﬁ

TOTEd
W
*téh'h
i I'::) . s :'\:

Mercado E uﬁ"f\_e?

R | Orediio-2000 |
1,7 BIlss

2000

Iil“ll‘] fio det :[I Mercado
| “11 Mercad: ; Chario 2002

@

S



GENTES DE CONTROL
WBIOI ”GI\EEQ\- 3+

Grupo de miéro-hongos (HyphomyZetes)

L4 e gt -
ubicuos, comunmente e ﬂ%crml
vegetal en descompesiciofyfecas y sHElo) -

b " it
- - ks

T N

HONGOS: ATRAPA-NE TODE
{ONGOS RAI \‘\lEh}iﬁlig
NEMATOFAGOS By

PREDATORESHEE)

fy









mediciones '% T 3 3

0 gt e e s T SO G T

P EXppaic on Tlbiog o8 b scp-sfas rodades v Genderbes s 1o o 10 4%
L “od

< % B Y b »,

7 " P 3
S Lan tas cualilativas Y Caantitalivas de las UPH inciuyen

WA a8 o |




N b
S s L L
L kel {0, 8 1 L0

A8 ot AR BT

10



T
>
A

FARN CERTEICATE




(Ganaderia Ecologica

Raul Venegas V

GANADERIA ECOLOGICA.

ACTORES

Objetivos Del Desarrello ¥ Difusion De Los Procesos
De Produccion Ganadera Ecologica En £l Ambito Mundial.
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Profilaxis y Cuidados Veterinarios en un Sistema
de Ganaderia Orgénica
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= Medicamentos:
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s EekoSal menna me orhear, mal gowa bt de e, sulfele de codbe,
Carbonats dw sodio. Bicarbonata de odon

» Caless: Conchas de snimales scusbios, rarbenats da caliva, latals Je calde,
wuconate de caliae

® Fostore: Festales  Beckichind precipitades de  husses, feafabe  bicaloom
defuarain hestees memorsivice e fusd sde

o MapneaioMaghass anhidre. sullfslo de magnesss  dorurs de magnesia,
Carbioato de agERS.

Arulre Sullate de sose

Adrtiy o pats ba shmenimosn

Hiarre {arbunats Farrsss. Sulfets hermers siods beriire

Yods Yodate de calce anhudro, yodato de caloo hexshedretede, yoders de

s Cabalio Sulfatn de cobaite. manahoidrate & wiifate de cobsits haptahiiratads,
sarborate banicw de cobakte monshidrato

Colus Duido tucnes, chrbonats de (obire biklcs, monchidratado. suifats de
sshire pontahidrateds.

., emside ppat s e et
Tine: Larbonatn e mnc, wullsto de 5ini monc 1/ heptatndratagn,
Maltteie Mallvdets de smone molbdst: de sodie
Selenio Seleniste de sodic selenito e sedie

NS LN

P e Iy |
e e 8 L] ol
¥ T i
N 1 1
e L S L A R T L ~a
e i
o 0 (11
D »
T T W
e o e
i - L]
T T
e - Sy L'}
~ e }

PR e et b VS e et e g O g ter

>

|-



Bases para el disefio de sistemas organicos
de produccion

= Diversificacion espacio temporal.

= Integracion de agricultura y ganaderia.

m Reciclaje de residuos agropecuarios y
agroindustriales.

= Disenio y optimizacion del uso del espacio
agricola y natural.

Integracion de agricultura y ganaderia

= Disciio de sistema de rotacion-praderas cultives

® Generacion de ciclo de carga v descarga de nutrientes
® Aceleracion de ciclos de nutrientes.

u Ruptura de ciclos biologicos.

» Estabilizacion v Nexibilizacion de imgresos.
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Descomposicion de las manchas fecales
cvinas bajo condiciones de Veranc secoy
Primavera Humeda {Rowarth ot ai 1985
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