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RESUMEN

En este trabajo se evalud la eficacia de hongos saprofitos en el control de huevos
de Fasciola hepatica in vitro, debido a que existe resistencia comprobada a ciertos
fasciolicidas y la exigencia de alimentos inocuos para consumo humano como leche y
carne libre de residuos, sumado a esto las pérdidas econdmicas que se generan en la
campifia de Cajamarca, es ahi que la industria farmacéutica avanza hacia preparados
bioldgicos en los programas sanitarios de forma tactica con el empleo de hongos
saprofiticos se viene utilizando como parte de control integral de la F. hepatica. El
objetivo fue determinar la eficacia de Mucor circinelloides y Trichoderma spp sobre los
huevos de F. hepatica in vitro, para lo cual se utiliz6 huevos de F. hepatica procedentes
de vesiculas biliares de ovinos sacrificados en el Camal Municipal de Cajamarca, del
mismo modo la coleccién de los hongos se llevo a cabo a partir de cortezas de arboles y
plantas donde pastan los bovinos en el Fundo el Cortijo, distrito Cajamarca, y el
aislamiento se realizd en Agar Papa. Se utilizaron dos tratamientos M. circinelloides y
Trichoderma spp con una concentracion de 10° esporas / mL y un grupo control, la lectura
se realiz6 alos 7, 14 y 21 dias y se consideraron de acuerdo a su integridad en huevos no
embrionados, huevos embrionados y huevos eclosionados obteniendo una eficacia de
48,26 % +5,65 para M. circinelloides y de 5,22 % *2,52 para Trichoderma spp. M.

circinelloides se puede usar como parte del control integral de F. hepatica.

Palabras clave: Fasciola hepatica, control biolégico, hongos saprofitos, Mucor

circinelloides, Trichoderma spp.
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ABSTRACT

In this research, the efficacy of saprophytic fungi in the control of Fasciola
hepatica eggs in vitro was evaluated, due to the fact that there is proven resistance to
certain fasciolicides and the demand for safe food for human consumption such as milk
and meat free of residues, added to this, the economic losses that are generated in the
Cajamarca, it is there that the pharmaceutical industry advances towards biological
preparations in health programs in a tactical way with the use of saprophytic fungi, which
has been used as part of the integral control of F. hepatica. The objective was to determine
the efficacy of Mucor circinelloides and Trichoderma spp. on F. hepatica eggs in vitro,
for which F. hepatica eggs from gallbladders of sheep slaughtered in the Camal Municipal
de Cajamarca were used, in the same way the Fungi collection was carried out from the
bark of trees and plants where cattle graze in the Fundo el Cortijo, Cajamarca district, and
the isolation was carried out in Agar Papa. Two treatments were used M. circinelloides
and Trichoderma spp. with a concentration of 10° spores / mL and a control group, the
reading was made at 7, 14 and 21 days and they were considered according to their
integrity in non-embryonated eggs, embryonated eggs and hatched eggs, obtaining an
efficiency of 48.26% = 5.65 for M. circinelloides and 5.22% =+ 2.52 for Trichoderma spp.

M. circinelloides can be used as part of the comprehensive control of F. hepatica.

Keywords: Fasciola hepatica, biological control, saprophytic fungi, Mucor

circinelloides, Trichoderma spp.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La fasciolosis hepéatica también conocida como distomatosis es una enfermedad
parasitaria causada por la presencia y accion de Fasciola hepatica ubicada en el
parénguima hepético y conductos biliares, afecta a animales de produccién, animales
silvestres incluyendo al hombre (Carrada-bravo, 2007). Es considerada como un
problema sanitario para la actividad ganadera; causando pérdidas econdmicas por
decomisos y eliminacion de higados de 136 mil dolares anuales (Rojas y Palacios,

2009).

En la actualidad el control de la fasciolosis se realiza principalmente con
fasciolicidas, sin embargo el uso inadecuado de estos fasciolicidas antihelminticos ha
generado resistencia, y sumado a esto es la gran cantidad de residuos que dejan estos
farmacos que pueden ser perjudiciales para los humanos (Sagués et al., 2011), por eso
se busca otros métodos como parte del control integral de las parasitosis, y a estos
métodos se incluye al control bioldgico (CB), definido como “método o mecanismo
donde el hombre hace uso de organismos antagonistas de otro organismo para el control
de la poblacién de este”, utilizando antagonistas naturales para disminuir las
poblaciones parasitarias y que no sean perjudiciales para el hospedador y evitar sus
efectos nocivos (Larsen, 1999). Entre los antagonistas naturales frente a trematodos y
nematodos se encuentran: hongos ovicidas, hongos nematéfagos, nematodos

depredadores de otros nematodos, bacterias, acaros entre otros (Randy y Anwar, 2004).



Los parasitos que infectan a los animales, en su fase externa de su ciclo bioldgico
que son eliminados con las heces y éstos encuentran el medio favorable para que puedan
desarrollarse, luego los animales ingieren durante el consumo de alimento (forraje) y
agua a las formas infectivas y es ahi donde estos hongos saprofitos tienen efecto sobre
los huevos o formas larvarias. Los hongos sapréfitos mas comunes son Pochonia,
Mucor, Paecilomyces, Trichoderma y Verticillium, que se alimentan de los huevos y
formas larvarias, ocupando la superficie de huevos de los parasitos, luego destruyen los
embriones al ingresar dentro de ellos, tienen eficacia frente a larvas que no salen de los
huevos cuando estan en el suelo de trematodos como F. hepatica y Paramphistomidos

(Silva, 2018).

La exigencia de alimentos inocuos para consumo humano (leche, carne) libre de
residuos de antiparasitarios metabolizados por los animales estd teniendo mucha
importancia (Silva, 2018). Desde el punto de vista comercial, la industria farmacéutica
avanza hacia preparados bioldgicos en los programas sanitarios de forma tactica, es por
es0 que es muy necesario que el material biolégico proceda de los propios ecosistemas
para evitar desequilibrios (Garcia, 2011), por tal motivo y debido al problema que
genera la fasciolosis en pérdidas econdmicas y la resistencia dado a la insuficiente
eficacia de los antihelminticos de uso mas comun en la region de Cajamarca (Rojas et
al., 2013) que existe a muchos farmacos en la campifia de Cajamarca, se busca un
método como parte del control integral de la F. hepatica, y dentro de las nuevas
alternativas esta el control biologico, este conocimiento generado sera de mucha
utilidad para profesionales de campo e investigadores, que lo utilizaran como una

herramienta para reducir la carga parasitaria en el medio.



1.1. Objetivos.

Objetivo general.

Determinar la eficacia ovicida de Mucor circinelloides y Trichoderma spp

sobre los huevos de Fasciola hepatica in vitro.

Objetivos especificos.

Determinar la eficacia ovicida del Mucor circinelloides sobre huevos de

Fasciola hepatica in vitro en una concentracion de 10° esporas.

Determinar la eficacia ovicida de Trichoderma spp sobre huevos de

Fasciola hepatica in vitro en una concentracion de 10° esporas.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes.

En otro estudio, en Brazil, Universidad de Federal de Vigosa se emplearon
cuatro hongos nematéfagos D. flagrans (AC001), Monacrosporium sinense
(SF53) y P. chlamydosporia (VC1 y VC4), se evaluaron frente a huevos de F.
hepatica. “Los huevos se clasificaron de por morfologia: efecto tipo 1, efecto
litico sin dafio morfoldgico a las cascaras de huevo; tipo 2, efecto litico con
cambios morfoldgicos en cascaras de huevo y embriones; y tipo 3, efecto litico
con cambios morfoldgicos en embriones y cascaras de huevo, con penetracion de
hifas y colonizacion interna de huevos”. P. chlamydosporia mostrd6 mayor
actividad ovicida tanto (VC1) como (VCA) a los 21 dias de estudio con un 20,1
% y 21,5 % respectivamente el efecto tipo 3, D. flagrans (AC001) y M. sinense
solo mostraron efecto tipo 1, con 66,5 % y 7,.4 % a los 21 dias con mayor efecto
respectivamente, sin diferencias significativas entre ellos (Braga et al.,
2008).

En Espafia, Lugo, en 2 explotaciones de ganado vacuno en pastoreo,
localizada en Monforte de Lemos y Guntin. Se recogieron heces directamente del
recto de 20 animales por cada explotacion, que se analizaron mediante flotacion,
sedimentacion y migracion larvaria. se determind el efecto de la mezcla de M.

circinelloide y Arthrobotrys flagrans en el control biologico de huevos de C.



daubneyi, se obtuvo un porcentaje de reduccion de huevos del trematodo, con un
Hpg inicial de <200 (n=8) se obtuvo una reduccidon del 86 %, con un Hpg de 200
— 500 (n=7) se obtuvo una reduccion de 65 % y con un Hpg de > 500 (n=5) se

obtuvo una reduccion de 66 % (Arias et al., 2013).

En Brasil, en la Universidad Federal de Vicosa, se realizé un estudio para
evaluar el efecto del hongo Pochonia chlamydosporia (aislado VC1) enfrentado
en huevos de F. hepatica, se administro 1 g de sedimento en matriz de aglinato
de sodio por 10 kg de peso vivo que contenia 25 % de micelio fungico del aislado
VC1 por animal. Se utilizaron dos grupos de animales, tratados y no tratados
como control. Se recogieron muestras de heces de ambos grupos, a las 12, 18, 24,
48, 72 y 96 horas después de la administracion de los granulos. se colocaron 2 g
heces en una placa de Petri de 9 cm de didmetro, que contenia un 2 % de agua-
agar y 1,000 huevos de F. hepatica. Se demostré que el hongo fue eficaz para
cazar los huevos en las muestras recuperadas en todos los programas a partir de

las 12 h, en este trabajo se obtuvo una eficacia del 67 % (Dias et al., 2013).

En Espafia, la Universidad de Santiago de Compostela, un grupo de
investigadores realizaron algunos trabajos para medir la actividad de M.
circinelloides y Trichoderma spp., frente a huevos C. daubneyi en heces de
bovinos infectados, y se demostro una reduccion notable de huevos de C. daubney

frente a ambos hongos ovicidas como se muestra en la siguiente tabla.



Tabla 1: Porcentaje (%) de reduccion de diferentes cantidades de huevos de C.
daubneyi con M. circinelloides y Trichoderma spp.

Eliminacion inicial de huevos de C. 50 100 150 200

daubneyi

% Reduccién con M. circinelloides 88 89 88 94

% Reduccion con Trichoderma spp 54 57 62 74

Lo interesante de este trabajo es que dos hongos mostraron una actividad
dénsito-dependiente, que significa que desarrollan la capacidad de adaptarse a la
carga parasitaria en las heces, es decir a mayor presencia de huevos/larvas mayor

es el estimulo para el desarrollo de los hongos (Malagon et al., 2015).

En Colombia, departamentos de Cundinamarca, Antioquia y Meta,
Colombia; se determind la accion ovicida de M. circinelloides a una
concentracion de 107 esporas, las que tuvieron un efecto notable sobre la
viabilidad de los huevos de Calicophoron daubneyi, el efecto fue de un 59 % al
dia 14 de interaccién con el hongo, y al dia 29 en un 69 % (P< 0,05) en relacion
con el grupo testigo. Estos datos confirman la actividad precoz del hongo sobre
los huevos de C. daubneyi, que a los 14 dias resulta en la alteracion irreversible
de un porcentaje significativamente superior al observado en el grupo Testigo. En
este trabajo se pudo observar la actividad precoz de M. circinelloides sobre los
huevos de C. daubneyi, de forma que a los 14 dias ya se han alterado
irreversiblemente mas de la mitad. Asimismao, se confirma este efecto antagonista
a los 29 dias del estudio, puesto que el porcentaje de miracidios que se desarrollan

se reduce de forma significativa en relacién con el grupo Testigo (Bonilla, 2016).



2.2.

En Irén, provincia de Teheran, en una investigacion determinaron la
actividad del hongo Paecilomyces lilacinus sobre huevos de F. hepatica, in vitro.
Demostrandose tres efectos: tipo 1 (hifas adheridas a la cascara de huevos sin
alteraciones morfologicas), tipo 2 (alteracion morfoldgica de la cascara del huevo
y el embrion sin penetracion de las hifas) y tipo 3 (penetracion de las hifas y
alteraciones morfologicas en la cascara del huevo y el embrion). Y se encontro al
dia 7 efecto de tipo 1, tipo 2 y tipo 3 en un 40,6 %, 30,8 % y 22,2 %
respectivamente, a dia 14, el efecto tipo 1, tipo 2 y tipo 3 fueron 32,6 %, 35,3 %
y 22,3 % respectivamente, y al dia 21 los efectos tipo 1, tipo 2 y tipo 3 fueron de

30,0 %, 38,3 % y 24,6 % respectivamente (Najafi et al., 2017).

Bases tedricas.

2.2.1. Fasciolosis.

Es una enfermedad parasitaria en el parénquima y conductos
biliares de los bovinos y otros animales incluyendo el hombre. La forma
infectante es la metacercaria (Medina, 2007), es de distribucion mundial y
es considerada un problema en la salud de los animales causando pérdidas
econdmicas debido a la disminucién de la produccién, decomiso de
visceras en los centros de beneficio, se presenta en forma cronica,

subagudo o agudo (Mehmood et al., 2017).



2.2.1.1.

2.2.1.2.

2.2.1.3.

2.2.14.

Etiologia.

Enfermedad producida por un trematodo, perteneciente al
“Phylum Platyhelminthes, Clase Trematoda, Sub clase Digenea,
Familia Fasciolidae, Género Fasciola, Especie hepatica”

(Leguia, 1991).

Nombre Comun.

Es conocida vulgarmente como "alicuya”, "gusano del
higado", "duela de higado", "jallo jallo", "ccallutaca", "distoma",
"saguaype"”, "palomilla del higado", "babosa" y "lenguasa"

(Olaechea, 2004).

Morfologia.

La F. hepatica adulta mide de 18-50 mm x 4-14 mm de
ancho, tiene forma plana y folidcea (Quiroz, 1995). Tiene
ventosas muy proximas y un proceso conico en el lado anterior
de la boca, tanto su aparato digestivo como reproductivo son
ramificados, es hermafrodita, los testiculos estan en la parte
media, el ovario y el Gtero se encuentran por delante de los

testiculos (Cordero et al., 1999).

Ciclo bioldgico.

La F. hepatica necesita dos hospedadores para completar
su ciclo bioldgico, un hospedero definitivo (animales domésticos,
silvestres y el hombre) y un intermediario, el caracol de la
especie Lymnaea (Olaechea, 2010). La produccion de huevos por

cada parésito adulto puede llegar a ser de 20,000 a 50,000 por dia
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quienes son eliminados a través de las heces al medio ambiente,
necesitan una temperatura de 22 °C para que los huevos
eclosionen y se divida el embrion para dar lugar al miracidio que
libremente nada para introducirse en el huésped intermediario o
caracol (Carrada-Bravo, 2007), dentro del caracol se desarrolla
en otra fase conocida como cercaria que se moviliza a traves de
una cola completando su desarrollo entre uno a dos meses

(Nyindo y Lukambagire, 2015).

Una vez terminado su desarrollo dentro del huésped
intermediario abandona y nada para poder enquistarse en las
plantas perdiendo su cola por medio de un sistema enzimatico
para transformarse en metacercaria que es la forma infectiva
(Gonzélez et al., 2013), después que los animales consumen el
forraje con las metacercarias, éstas en el sistema digestivo se
desenquistan al entrar en contacto con el jugo gastrico quedando
libre la Fasciola joven, luego atraviesa el intestino hacia la
cavidad abdominal, seguido del peritoneo y terminar en la
capsula de Glisson y de ahi introducirse en el higado y migra por
el parénquima hepatico por cinco a seis semanas Yy luego se aloja

en los conductos biliares (Iturbe y Muiiiz, 2014).

El parésito adulto se aloja dentro de los conductos
biliares, causando patologias como esclerosis y dilatacion, e
incluso a veces obstruccion aguda del colédoco y sindrome de

obstruccion biliar ictérico, esto transcurre aproximadamente 3



2.2.15.

meses para llegar a su estado adulto para iniciar con la
ovoposicion y luego son eliminados nuevamente juntos con las
heces al medio ambiente y continuar nuevamente con su ciclo

(Carrada-Bravo, 2007; Cafiete et al., 2014).

Patogenia.

La enfermedad de forma aguda se presenta alrededor de
seis semanas luego del consumo de metacercarias y de la
diseminacion al higado, provocando dafio en el parénquima
pudiendo causar una insuficiencia hepatica aguda. En la forma
cronica el desarrollo de la enfermedad es lentamente como
consecuencia de las fasciolas adulta en los conductos biliares,
causando colangitis, obstruccion, destruccién del tejido hepatico,
fibrosis y anemia, esta Ultima reduce el crecimiento y desarrollo
de los animales jovenes, afecta la conversién de los alimentos, en
la necropsia el tejido hepético se vuelve muy friable acompafiado
de una hepatomegalia (Gélvez et al., 2012).

Los trastornos nutricionales estan relacionados con
problemas en los conductos biliares de forma crénica en los
vacunos por la obstruccion e hiperplasia del higado (Paucar et
al., 2011), cuando es grave la enfermedad, los animales mueren
y esto va a depender de la cantidad de fasciolas que lo infectan
(Gonzélez et al., 2013). La gran cantidad de lesiones hallados en
los higados de los vacunos son de forma aguda y cronica
ocasionando fibrosis, calcificacion y aumento de tamafio de los

ductos biliares (Alpizar et al., 2013).
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2.2.1.6.

2.2.1.7.

El aumento de la cantidad de fasciolas adultas en los
conductos biliares se relaciona con la fibrosis hepatica, se agrupa
en tres fases; la primera presenta una afectacion de la zona portal
con dafios generadas a partir del parésito, sin generar dafio o
lesion en el parénquima hepatico, en la segunda fase hay dafio del
parénquima hepatico y en la tercera fase se puede hallar una
marcada division de los septos que forman el tejido conectivo
distribuyéndose en todo el parénquima hepatico (Marcos et al.,

2007).

Diagnostico.

Se puede realizar a través de los sintomas clinicos de la
enfermedad y los hallazgos en la necropsia, también mediante el
uso de técnicas coproparasitoscopicas, pruebas inmunoldgicas,
pruebas moleculares y mediante técnicas de biopatologia
(Cordero et al., 1999); uno de los métodos més utilizados es la
prueba de sedimentacion natural a través de recuento de huevos
en las heces, los resultados obtenidos seran expresados en forma
cuantitativa, se dice cuando se encuentra entre 100 a 200 hpg
(huevos por gramo de heces en vacuno) estariamos sospechando
de una infeccion patogena, requiriendo de tratamiento especifico

(Cordero et al., 1999; Kassai, 2002).

Tratamiento.
El tratamiento debe estar dirigido con el fin recuperar la

funciéon hepética causado por las formas adultas que se
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encuentran en los conductos biliares e inmaduras que estan
migrando por el parénquima hepatico, y reducir la eliminacion de
huevos y evitar o disminuir la contaminacién de los pastos
(Cordero et al., 1999). La utilizacion farmacos como
Triclabendazol, Albendazol, Rafoxanide, Nitroxinil y Clorsulon
son los méas empleados, donde se espera que después de la terapia
deberia desaparecer los huevos en las heces y asi prevenir la

infeccion de los caracoles (Olaechea, 2010).

2.2.1.8. Prevencion.

Los métodos de prevencién son mas eficaces que los
tratamientos con antiparasitarios en aquellos animales con
fasciolas, es evitar el contagio a aquellos animales sanos, por eso
uno de los métodos principales de prevencidon es necesario
mantener limpias los lugares donde consumen pastos, no tener
aguas estancadas y disminuir la cantidad de parasitos que causen
la enfermedad y de esa manera se evitara el contagio a aquellos
animales mas susceptibles (Godoy et al., 2010; Chavez et al.,

2012; Flores et al., 2014).

2.2.2. Hongos saprofitos.

Existen varias formas o procedimientos del control bioldgico de F.
hepatica de bovinos al pastoreo, que se fundamenta principalmente en el
manejo de los bovinos y los pastos, siendo uno de ellos la rotacion de las
pasturas, dejando descansar por un tiempo de tal manera se destruyan
huevos y larvas, otra forma comun que se hace es el arado de los potreros,

12



otro procedimiento como parte del control bioldgico, es a traves de la
utilizacion de hongos saprofitos, que se alimentan de materia organica que
se encuentra en el suelo, estos se transforman en depredadores cuando
detectan parasitos en estadios de huevos o larva, dentro de las especies
mas conocidas son “M. circinelloides, Trichoderma spp, D. flagrans, A.
flagrans, Monacrosporium spp., P. chlamydosporia, Verticillium spp y

Paecilomyces spp” (Bonilla, 2016; Silva, 2018).

Una de las ventajas del uso de éstos hongos es su actividad y
eficacia sin generar resistencia frente a los parésitos, se han hecho varios
estudios para encontrar la forma o medios apropiados que garanticen la
viabilidad de los hongos para su administracion a los animales, como por
ejemplo los bloques nutricionales, blogues energéticos, bolos de
liberacion controlada, alimentos balanceados, de tal manera que después
de ser consumidos, puedan reproducirse y atrapar larvas de nematodos
gastrointestinales que son eliminados en las heces del ganado. (Saglés et

al., 2011).

2.2.2.1. Hongos ovicidas.

Cuando hablamos de hongos ovicidas son aquellos que
tienen efecto sobre huevos de neméatodos y trematodos como
parte del control bioldgico, en su mayoria son saproéfitos, los
estudios realizados se han enfocado en la colonizacion sobre

huevos de neméatodos (Garcia-corredor y Pulido-medellin, 2016).

13



2.2.2.2. Mecanismo de accion de los hongos ovicidas.

Existen varias formas del mecanismo de accion, una de
ellas es a través de la liberacion de muchas enzimas hidrolitica
como proteasas séricas, quitinasas y colagenasas, digiriendo asi
la cuticula de la fase larvaria de los parasitos y a través de 6rganos

de captura realizando una fuerza (Paz-Silva et al., 2011).

El mecanismo de accidn sobre los huevos de los parasitos
lo realizan en cuatro fases: a) Contacto, este contacto lo realizan
cuando detectan los huevos, donde se desarrollan hifas a partir de
las esporas, algunas de estas hifas laterales realizan
modificaciones cortas dando lugar a drganos de fijacion
denominado apresorio con el que llegan adherirse en la cubierta;
b) Adhesion, sélo aquellas hifas que logran adherirse en posicion
maés perpendicular a la cubierta penetran al interior del huevo; ¢)
Penetracion, muchas de las hifas que penetraron en el interior de
los huevos siguen creciendo, luego el hongo y d) Deliberacion,
dentro del huevo, el hongo comienza a ramificarse rapidamente
y destruye de forma gradual el contenido, incluyendo el embrion
en desarrollo. Esta ramificacién sucede primero en el espacio
entre la cubierta y la superficie del embrion, pero en seguida
rodea al embrion mediante redes densas de hifas y finalmente lo

destruye (Andrea, 1985).

Existen otros tres mecanismos de accion para expresar su

nematofagia: afectando indirectamente a las larvas o embriones
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2.2.2.3.

contenidos en los huevos o dafiando directamente los huevos
mediante procesos de penetracion e infeccion. Se cree que estos
procesos ocurren de la siguiente manera: a) contacto inicial entre
la hifa y la superficie del huevo; b) formacion de un bulbo en el
sitio de contacto; ¢) cambios en la permeabilidad de la cascara
para facilitar la penetracion en virtud de acciones enzimaticas que
deterioran el complejo proteina-quitina de la cubierta del huevo

(Nordbring-Hertz et al., 2006).

Factores que limitan el control biolégico de parasitos en
bovinos.

Se dividen en 3 grupos: eficacia, distribucion y aspectos
legales. Con respecto a la eficacia existe mucha informacién
sobre trabajos realizados con Duddingtonia y Pochonia, pero
pocos estudios con Trichoderma o Mucor, e incluso de
Verticillium, sin embargo, se necesita realizar mas estudios sobre
eficacia, por otro lado, la distribucion de los hongos es un factor
que limita su aplicacion préactica. Gran parte de los datos acerca
de la eficacia parasiticida se han obtenido en estudios in vitro; en
los ensayos de campo con animales la administracion de esporas
de los hongos se ha realizado en soluciones acuosas, o0 en pellets
elaborados de forma manual. Recientemente algunos estudios
han demostrado la posibilidad de fabricar concentrados
comerciales con esporas de hongos, lo que sin duda facilitaria la

distribucion de los hongos sin afiadir un trabajo extra a los
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2.2.24.

cuidadores de animales. Otra posibilidad pasaria por incluir las

esporas en blogues minerales, o en el agua de bebida.

Por altimo, quizas el ultimo escollo en la actualidad esta
representado por las trabas legales que impiden el empleo de
esporas de hongos en animales de produccion, en la mayoria de
los paises. Es preciso destacar que algunos de los hongos
mencionados se han aislado de las heces de animales domésticos
y salvajes, e incluso de muestras de pastos donde se mantienen
estos animales, lo que corrobora por un lado su inocuidad, y por
otro, pone de manifiesto que pueden ser ingeridos de forma

natural.(Silva, 2018).

Formas de administracion de hongos saprofiticos.

Existen varias formas de administracion es a través de
bloques minerales, donde se afiadieron D. flagrans y se
suplementaron a ovinos. Antes de la administracién del blogque
mineral fue almacenado a una temperatura de 4 °C por un periodo
de 18 semanas y poder evaluar el tiempo de vida de las esporas y
determinar una posible germinacion por la humedad (Bogus et
al., 2005). Las ventajas de clamidosporas de D. flagrans en los
bloques minerales, que no solo sirve como suplemento
nutricional, sino también la disminucion costo. Por otro lado el
inconveniente seria, que los animales no consumen la misma

cantidad del blogue y que es muy importante el almacenamiento
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a 4 °C para asi evitar la germinacion de las clamidosporas y la

humedad que pudieran afectar su eficacia (Beynon, 2012).

Estudios demuestran que los Bolos de Liberacion
Controlada (BLC), es otra forma de administracion de los hongos
y se pueden utilizar como dispositivos intrarruminales, lo cual
demostraron que pueden sobrevivir las presiones de elaboracion
al ser afiadidos durante el proceso de fabricacion y permanecieron
viables por nueve meses a una temperatura de 4 °C. En afos
siguientes se podrian usar los BLC si la contaminacion de larvas
infectivas en el medio ambiente fuera riesgosa, y la
administracion de esta forma de (BLC) seria efectiva para reducir
la cantidad de larvas en los pastos que consumen los animales

(Baloyi et al., 2012).

También se suelen utilizar hongos nematéfagos, en
granos de cereales los cuelas tienen un sustrato propicio para el
desarrollo y produccién de gran cantidad de esporas, en estudios
realizados la aplicacion 5 g/dia de cebada con 3x10°
clamidosporas por cinco dias, hubo una disminucion en la
cantidad de larvas en las heces, siendo la misma que fue sembrada
en agar-agua. Esta técnica se puede utilizar en diferentes formas
de crianza estabulada de los animales (Ketzis et al., 2006). Otra
forma de administracion seria en momentos criticos de los

animales, como el destete y durante el parto, momento en que los
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parasitos eliminan gran cantidad de huevos en las heces

(Carvalho et al., 2011).

o Mucor circinelloides.

= Caracteristicas generales.

Es de distribucion mundial, es capaz de crecer en
una amplia gama de sustratos como por ejemplo se puede
encontrar en el suelo y sobre estiércol donde pastan los
animales. Se incluye en el orden Mucorales porque las
esporas vegetativas que produce se desarrollan de forma
enddgena en unas estructuras conocidas como esporangios,
y en la familia Mucoraceae porque el esporangio aparece
separado del resto del esporangioforo por un septo Ilamado
columela. El género Mucor, que da nombre a la familia y
al orden, presenta esporangioforos ramificados en forma de
racimos 0 cimas Yy esporangios globosos. Posee la
capacidad de multiples modos de crecimiento y tiene el
potencial de aplicacion industrial para la produccion de
enzimas degradativas y metabolitos primarios. Las
capacidades de crecimiento del organismo facilitan su
atractivo como caballo de batalla industrial. Sin embargo,
las etapas de desarrollo poco conocidas de su ciclo de vida
complican su posible aplicacién en fermentaciones a gran
escala. Al igual que con otros organismos de crecimiento

filamentoso, los procesos de crecimiento, ramificacion y
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diferenciacion deben entenderse bien para disefiar procesos
de fermentacion optimos. Del mismo modo, también es
necesario comprender los procesos de gemacion en la
forma de levadura del organismo (Libbehtsen et al., 2003;

Alvarez et al., 2009).

M. circinelloides presenta dos ciclos de vida. Un
ciclo asexual o vegetativo, que permite una répida
dispersion del organismo. EI cual comienza con la
germinacién de una espora vegetativa 0 esporangiospora,
que puede ser multinucleada, estas esporas maduran en el
esporangio, situado en el extremo del esporangi6foro. Al
germinar, las esporas se hinchan y producen uno o varios
tubos germinativos, que dan lugar a las hifas que crecen por
el apice y se ramifican abundantemente para formar el
micelio. Las hifas jaméas se anastomosan y, normalmente,
carecen de tabiques transversales, por lo que el micelio es
cenocitico. En un momento dado, las hifas que crecen
ramificandose sobre el sustrato se hacen aéreas, originando
los esporangidforos. Al estudiar el ciclo de vida de M.
circinelloides, ha sido posible ampliar los conocimientos
disponibles sobre el crecimiento de formas particulares y
los procesos de transicion necesarios para completar el
ciclo de vida. Esta informacion es fundamental para
comprender la fisiologia del organismo ademas de brindar

informacion valiosa para aquellos interesados en la
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aplicacion de M. circinelloides en la industria (Lubbehusen

et al., 2003).

o Trichoderma spp.

= Caracteristicas generales.

Trichoderma spp, es un hongo aerobio facultativo y
no patdgeno de plantas, que se encuentra de manera natural
en diferentes suelos agricolas y pastizales, especialmente
en aguellos que contienen materia organica como heces y
desechos vegetales en descomposicion. Su desarrollo es
favorecido por la presencia de altas densidades de raices,
las cuales son colonizadas rapidamente (Salazar et al.,
2012). Se utilizan para el control de patdgenos, dada su
versatilidad, adaptabilidad y facil manipulaciéon. En la
accion biocontroladora de Trichoderma spp, se han descrito
diferentes mecanismos de accion, entre los principales
encontramos la competencia por espacio y nutrientes, mico

parasitismo y la antibiosis (Infante et al., 2009).

El género Trichoderma en su estado vegetativo
presenta micelio con septos simples. Las especies son
haploides y su pared esta compuesta por quitina y glucano.
Se reproducen asexualmente por conidios. Presentan
conidiéforos hialinos ramificados, fidlides simples o en
grupos, conidios de 3 a 5 um de diametro, generalmente
ovalados, unicelulares, coloreados (usualmente verdes); de
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rapido desarrollo en medios sintéticos. Tiene la capacidad
de producir clamidosporas en sustratos naturales que, son
unicelulares, pero pueden unirse entre dos 0 mas. Estas
estructures son de vital importancia para la sobrevivencia
del género en el suelo bajo condiciones adversas. El
organismo crece y se ramifica desarrollando tipicas hifas,

de 5 a 10 um de ancho (Harman, 2001).
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3.1.

3.2.

CAPITULO 111

DISENO DE CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Hipotesis alternativa.
Los hongos saprafitos son eficaces en el control de los huevos de Fasciola

hepatica in vitro.

Localizacion.

El presente estudio se realizé en el distrito de Cajamarca, en el afio 2019,
perteneciente a la provincia y departamento de Cajamarca, con las siguientes
caracteristicas geogréaficas y meteoroldgicas (*):

Densidad: 43.7 habitantes/Km.

Altitud: 2750 m.s.n.m.

Temperatura maxima promedio: 22.1 °C.
Temperatura media anual: 14.9 °C.
Temperatura minimo promedio: 8.2 °C.
Precipitacion pluvial: 537 mm.
Humedad relativa media anual: 64.5 %.
Humedad minima promedio: 36.7 %.

Humedad méxima promedio: 87.7 %.

(*) Fuente. Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia (SENAMHI) 2019.
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3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

Poblacion.
La poblacion se conformé con huevos de F. hepatica procedentes de

vesiculas biliares de ovinos sacrificados en el Camal Municipal de Cajamarca.

Tamarfio muestral.
La muestra de estudio estuvo conformada por 2700 huevos de F.
hepatica, divididos en tres tratamientos de 9 tubos cada uno, conteniendo 100

huevos de F. hepatica cada tubo.

Unidad de Analisis.

Se analizaron huevos de F. hepatica procedentes de vesiculas biliares de
ovinos sacrificados en el Camal Municipal de Cajamarca, que se llevaron al
Laboratorio de Parasitologia de La Facultad de Ciencias Veterinarias de la

Universidad Nacional de Cajamarca.

Analisis estadistico
La eficacia, expresada como en porcentaje, se estimd para cada

tratamiento utilizando la siguiente férmula, citado por Ceballos et al., (2019).

Eficacia (%) = A X100

Donde:
A = NUmero de huevos en el control
B = Numero de huevos eclosionados después de la inoculacion de hongos
Para comparar el nimero de huevos eclosionados, no embrionados y
embrionados, se realiz6 un factorial de 3 por 3 a la significancia en la interaccion

se utilizo la prueba de Fisher y Regresion Polinomial, se llevo a cabo utilizando
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3.7.

el software Instat 3.0 (GraphPad Software, CA, EE. UU.). Se considerd que un

valor de P <0.05 era estadisticamente significante.

Metodologia.

3.7.1. Coleccidn y aislamiento de hongos.
La coleccion se llevd a cabo a partir de cortezas de arboles donde
pastan los bovinos en el Fundo el Cortijo y de una naranja con presencia
de moho, distrito Cajamarca, y el aislamiento se realiz6 en Agar Papa

Dextrosa, segun lo descrito por Najafi et al., (2017).

3.7.2. Preparacion de medios.
Esterilizacién de material a calor seco o en horno (placas Petri,

tubos de ensayo y frascos de vidrio) a 170 °C por 1 hora.

3.7.3. Preparacion de AGAR Sabouraud.
Para la preparacion del medio se procedié de acuerdo a las
indicaciones técnicas del producto, el cual consistio en pesar 6.4 g de
medio en 100 mL de agua destilada, seguidamente se llevo a esterilizar en

autoclave por 30 minutos.

24



i

Medio de
Agar
Sabourad

d

—

Figura 1: Preparacion de] 'r‘n\eaio de gar Sabouraud para la siembra de
ambos hongos.

Concluido el proceso se dejo enfriar a temperatura ambiente a un
promedio de temperatura de 18 - 25 °C. Finalmente se sirve en las placas
esterilizadas 20 mL con un grosor de 4 mm y frascos de vidrio de 500ml
en posicién horizontal hasta solidificarse, luego se almacen6 en forma
invertida para evitar el ingreso del agua al medio, producto de la

evaporacion o la contaminacion de la misma.

y 5 -
° _— /’

. _ - -
Figura 2: Colocacion del agar Sabouraud en 2 frascos de vidrio para la

siembra de ambos hongos.
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Seguidamente se dejo secar y se colocd a la refrigeradora a 2 °C

hasta ser utilizado (con un tiempo no maximo de 1 semana por el

envejecimiento del medio).

Figura 3: Crecimiento de hogos en el agar sabouraud.

3.7.4. Aislamiento de M. circinelloides y Trichoderma spp.
Identificar la placa con el codigo asignado de muestra a trabajar
con tinta indeleble. Con la ayuda de un asa de siembra se procedi6 a tomar
una muestra de la naranja con crecimiento de moho y se realiz6 la siembra

dejando una pequefia muestra sobre la superficie de la placa.

Figura 4: Crecimiento de M. circinelloides (izquierda) y Trichoderma
spp (derecha).
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Del mismo modo se realiza con el moho obtenido de la corteza del
arbol. A continuacion, se procedié a incubar a 25 °C por 9 dias en
oscuridad, las placas fueron cubiertas con papel, luego fueron descubiertas
y mantenidas sin papel hasta completar los 15 dias, de esta manera se
asegura la formacién de micelio para posteriormente realizar el

aislamiento en frascos de vidrio.

Todo este proceso se realizd con la ayuda de un mechero para

evitar la contaminacion.

3.7.5. Identificacion de M. circinelloides y Trichoderma spp.
A partir de los crecimientos puros en frascos de vidrio se tomaron
pequefias muestras y se colocaron en una lamina portaobjeto,
seguidamente se le agreg6 una gota de agua destilada y sobre esta una

lamina cubre objeto.

Figura5: Crecimiento de hongos de M. circinelloides en el agar
sabouraud.
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Figura 6: Identificacion morfoldgica del M. circinelloides.

Se lleva a continuacidn al microscopio con el objetivo de 10X y se

identifica por su morfologia.

El cultivo de M. circinelloides fue aislado en una nueva placa Petri
conteniendo Agar PDA (Agar papa dextrosa) y al cabo de cinco dias se
tom6é una muestra la cual fue tefiida con Azul de lactofenol, a
continuacion, se observo bajo microscopio éptico para la identificacion de
su forma y nimero de conidias, fialides, y conidi6foros, para lo cual se
utilizé la guia de identificacion de Barnett y Hunter (1973), este mismo

procedimiento se realize para Trichoderma spp (Arias et al., 2013).

e  Mucor circinelloides.

Las colonias que desarrollan rapidamente abarcando la totalidad de
la placa Petri, su textura es algodonosa y de color blanco y con el tiempo
cambiante a un color marron. Microscopicamente sus caracteristicas son:
hifas aseptadas y gruesas, presencia de esporangiéforos, esporangios. No

presentan apdfisis, estolén y rizoides, las columnelas son hialinas, siendo
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visibles si el esporangio se encuentra intacto. Los esporangios son

esfericos o redondos (50-300 mm de diametro) y de color gris a negro,

estando llenos de esporas. (Barnett y Hunter, 1973).

Figura 7: Identificacion de esporas de M. circinelloides.

e Trichoderm spp.

Esta identificacion se basa en las caracteristicas tipicas de este
género, las cuales son el rapido crecimiento, la pigmentacion de las
conidias a verde o blanco y las ramificaciones repetidas, ademas de
conidiéforos con ramificaciones escasas y en pares, fialides rectos y
Conidias subglobosas con unas verrugas levemente perceptibles (Barnett

y Hunter, 1973)
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3.7.6.

3.7.7.

Figura 8: Identificacion de conidias (izquierda) y crecimiento micelar de
Trichoderma spp (derecha).

Procedimiento para Cuantificacion de esporas y preparacion de
indculos.

Se cuantificaron el nimero de esporas de cada suspension
midiendo la (DO) densidad dptica (turbidez) y realizando una cuenta

directa al espectofotémetro.

Turbidimetria.

Se procedi6 a homogenizar la muestra (esporas) en vortex,
seguidamente se procedio a leer la densidad dptica (DO) de la suspension
a 560 nm. Se calibré el equipo con agua destilada. Si la DO es mayor a
0.8, deben hacerse diluciones con agua destilada. La dilucién debe
considerarse al registrar el dato de la concentracion total de células/mL

teniendo en cuenta la siguiente formula:

FD = Volumen total de liquido (agua + muestra) x Volumen muestra

FD =500
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3.7.8. Cuenta directa al microscopio.

Se homogeniz6 la muestra en vortex, luego se tomd un pequefio
volumen de 10 pL con micropipeta y se coloco cuidadosamente en la

camara de Neubauer, debajo del cubreobjetos.

40X

Figura 9: Esquema de la observacion de células en la camara de
Nuebauer.

Limpiamos cuidadosamente los objetivos y el ocular del

microscopio con papel seda y realizamos iluminacion Kohler.

Colocamos la camara de Nuebauer en la platina del microscopio y
ubicamos la cuadricula con el objetivo 40X. Al observar el cuadro central

en el objetivo, éste se encuentra dividido en una cuadricula de 5X5 cuadros
mas pequefos.

Las células se cuantificaron en el objetivo de 40X, contando en
diagonal las células de 9 cuadros, a su vez divididos en 16 cuadros mas
pequefios, para ello se realiz6 una dilucion 1:10 (1 en 10). El factor de

dilucién (FD) debe considerarse para cada dilucién realizada:
El nimero promedio de células en contradas fue de 40.
Para calcular el nimero de células/mL se utiliza la siguiente

ecuacion:
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Células/mL = NGmero promedio de células x 25 cuadros x 10* x FD

El ndmero promedio de células por cuadro (de 0,2 mm) se
multiplica x 25 para obtener el nimero total de celulas en un volumen de
0,1 mm3 (volumen de la cdmara = 1 mm por lado x 0,1 mm de
profundidad). Este valor debe multiplicarse por 10* para obtener el nimero

de células/mL.

Células/mL = 40 x 25 x 10* x 500 = 5000000000
10° = 1000000000

1T E— 5000000000

G — 1000000000

X=0.2mL =200 pL

3.7.9. Incubacion de huevos e inoculacion con hongo
Los huevos de F. hepatica se incubaron a 26 °C. En un microtubo
de plastico estéril se colocaron 100 huevos de F. hepatica y se le agreg6
un volumen total de agua destilada hasta completar 1.5 mL, a
continuacion, se agregd el inoculo de esporas de hongos (M. circinelloides
o Trichoderma spp.) a razon de 10° esporas y se completd con agua

destilada hasta los 2 mL.
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3.7.10.

3.7.11.

Figura 10: Microtubos estériles de 2 mL con dilucion de huevos de F.
hepatica y esporas de hongo.

Los microtubos estériles de 2 mL se llevaron a incubar y se realizd

lecturaalos 7, 14 y 21 dias pos-exposicion.

Un grupo de microtubos sirvié de Grupos control, a estos se les

realiz6 similar procedimiento sin agregar el indculo de hongos.

Lectura de enfrentamientos.

En cada momento de lectura se contaron cien (100) huevos, de los
cuales se valoraron los huevos embrionados, huevos no embrionados y
huevos eclosionados, también se considerdé el crecimiento de la espora en
el interior del huevo, ademas se realiz6 el recuento en los grupos control

donde solo se tenian huevos de F. hepatica.

Ensayos para determinar el efecto ovicida de los hongos saprofitos.

Control: 9 tubos con agua destilada estéril conteniendo 100

huevos de F. hepatica que se mantuvieron sin tratamiento.
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Tratamiento 01: 9 tubos con agua destilada estéril conteniendo
100 huevos de F. hepatica a los que se afiadirdn 200 pL de una solucion

que contenian 10° esporas de M. circinelloides /mL.

Tratamiento 02: 9 tubos con agua destilada estéril conteniendo
100 huevos de F. hepatica a los que se afiadieron 200 pL de una solucion

que contenian 10° esporas de Trichoderma spp /mL.

Durante 21 dias, los microtubos estériles se mantuvieron en
incubacién a una temperatura de 26 °C, con este motivo, se realiz6 la
lecturaalos 7, 14 y 21 dias. En los dias 7, 14, 21, del estudio, se tomaron
alicuotas de 50 pL de microtubos estéril de 2 ml de cada grupo, que se
dispusieron en un portaobjetos de vidrio y después de colocar encima un
cubreobjetos y se observé al microscopio Optico (40X). En cada caso, se
visualizaron al menos 100 por repeticibn de cada grupo, que se
clasificaron de acuerdo con su integridad en huevos viables y no viables.
En concreto, se consideraron huevos embrionados, sin embrionar y

eclosionados (Najafi et al., 2017).

3.8. Materiales.

3.8.1. Materiales biologicos
¢ Naranja con crecimiento de moho.

e Corteza de arbol con crecimiento de moho.

3.8.2. Materiales de campo
e Frascos estériles para recoleccion de vesicula biliares.
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e Guantes.

e Mameluco.

e Botas.

e Lapicero indeleble.
e Cuaderno de apuntes.

e Caja de tecknopor.

3.8.3. Materiales de Laboratorio
e 3 pipetas Pasteur.
e 1 camara de Neubauer 5 cubreobjetos.
e 1 gradilla.
e 3 tubos de ensaye con tapon de rosca de 25 mL 3 tubos de ensayo de
25 mL.
e 2 pipetas de 10 mL.
e 3 pipetas de 1 mL.
e 2 propipetas de 1y 10 mL.
e 2 mecheros Fisher.
o 1 espectrofotometro.
e 2 celdas para espectrofotometro 1 vortex.
e 2 microscopios opticos.
e 1 piseta con alcohol etilico al 70 %.
e 2 autoclaves con base, canastilla y valvula.
e 2 pares de guantes de asbesto.
e Bolsas de pléastico para esterilizar.

e 1 piseta con agua destilada.
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Refrigeradora.

Incubadora.

Bafio maria.

Autoclave.

Micropipetas eppendorf x 1 mL.
Asa de siembra.

Vasos de precipitacion.

Suero fisioldgico (NaCl) al 0.9 %.
Estufa.

Agua destilada.

Algodon.

Papel toalla.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 2: Eficacia ovicida del Trichoderma spp y del M. circinelloides sobre los huevos
de F. hepatica in vitro, realizados a los 7, 14 y 21 dias.

Dias Eficacia %o

Trichoderma spp 10° esporas M. circinelloides 10° esporas

7 S/IA SIA
14 67,77%5,29 40,75+5,56
21 5,22+2,52 48,26+5,65

SIA: SIN ACTIVIDAD, IC: INTERVALO DE CONFIANZA (95 %)

La eficacia ovicida del Trichoderma spp sobre los huevos de F. hepatica
medidos en los 14 y 21 dias fueron diferentes, siendo mayor a los 14 dias (67,77 %) que
a los 21 dias (5,22 %); la mayor eficacia obtenida en el dia 14 no se debe a un efecto
ovicida de Trichoderma spp, sino a un retraso en el proceso de eclosion con respecto al
grupo control, en los dias siguientes la eclosion se incrementa de tal manera que en el
dia 21 es muy similar a la del grupo control, es por eso que la eficacia solamente alcanza
al 5,22 %.

La eficacia ovicida del M. circinelloides sobre los huevos de F. hepatica
medidos a los 14 dias fue de 40,75 % y a los 21 dias de 48,26 %, el incremento de la

eficacia a los 21 dias con respecto a los 14 dias se incrementa y es altamente
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significativa con respecto a la eficacia ovicida de Trichoderma spp, esto se debe al

efecto ovicida M. circinelloides.

Nordbring-Hertz et al., (2006) sefialan que los hongos ovicidas dafan
directamente los huevos mediante procesos de penetracion e infeccion los cuales
ocurren de la siguiente manera: a) contacto inicial entre la hifa y la superficie del huevo;
b) formacidn de un bulbo en el sitio de contacto; ¢) cambios en la permeabilidad de la
cascara para facilitar la penetracion en virtud de acciones enziméticas que deterioran el

complejo proteina-quitina de la cubierta del huevo.

No existen trabajos sobre eficacia de hogos sapréfitos como Trichoderma spp y
M. circinelloides sobre huevos de F. hepatica, sin embargo Najafi et al., (2017)
realizaron un trabajo para determinar el efecto ovicida de P. lilacinus sobre huevos de
F. hepatica in vitro encontrando una eficacia de 24,6 % a los 21 dias, la accion del hogo
en este tiempo fue la penetracion de hifas, alteraciones morfoldgicas en la cascara y
embrién del huevo, haciendo imposible su eclosion; este resultado es diferente a los
obtenidos en nuestro trabajo de 5,22 % de eficacia ovicida para Trichoderma spp y
48,26 % para M. circinelloides, estas diferencias se deben probablemente a la diferente

capacidad patdgena de los hongos estudiados.

En un estudio realizado por Bonilla, (2016) en Colombia, se determiné la
eficacia ovicida de las esporas de M. circinelloides, las que tuvieron un efecto notable
sobre la viabilidad de los huevos de C. daubneyi, la eficacia fue de 59 % al dia 14 y de
69 % al dia 29 (P< 0,05) en relacién con el grupo testigo. Estos datos confirman el
efecto precoz del M. circinelloides sobre los huevos de C. daubneyi, que a los 14 dias

resulta en la alteracion irreversible de un porcentaje significativamente superior al
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observado en el grupo testigo; en nuestro trabajo la eficacia ovicida de M. circinelloides
frente a huevos de F. hepatica a los 21 dias fue de 48,26 %, porcentaje inferior a los
encontrados por Bonilla para C. daubneyi, esto se puede deber a que se trata de huevos
de trematodos distintos, pero es evidente que existe un efecto ovicida de M.
circinelloides frente a huevos de F. hepatica. Al parecer los huevos C. daubneyi son
mas sensibles al poder ovicida de M. circinelloides esto se ve reflejado en la eficacia
que encuentra Bonilla al utilizar una concentracion de 107 esporas de M. circinelloides,
en nuestro trabajo se utiliz6 una concentracion de 10° esporas de M. circinelloides por

tratamiento, obteniendo una eficacia menor a la encontrada por Bonilla.

La eficacia ovicida encontrada de 48,26 % de M. circinelloides con respecto a
la eficacia ovicida del 5,22 % obtenida de Trichoderma spp es muy superior y altamente
significativa, estos datos concuerdan con los obtenidos por Malagon y colaboradores en
el afio 2015, estos investigadores encontraron una eficacia del 89 % para M.
circinelloides y 57 % para Trichoderma spp sobre una muestra de 100 huevos de C.
daubneyi es decir el efecto ovicida es mayor de M. circinelloides frente a Trichoderma

spp tanto en huevos de C. daubneyi y huevos de F. hepatica.

4.1. De los huevos de F. hepatica eclosionados al efecto del Trichoderma spp y M.
circinelloides.

Para determinar cual de los dos tratamientos de los hongos fue mejor en el

recuento de huevos eclosionados de F. hepatica en los diferentes tiempos (7, 14

y 21 dias), en la tabla 2, figura 1 y anexos 1, 2, 3 y 4, se observa efecto en la

interaccion de tiempo por tratamiento (p<0,01), donde a los 7 dias no hay

presencia de huevos de F. hepatica eclosionados, a partir de los 14 dias en el
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grupo de Trichoderma spp existe menor numero de huevos de F. hepatica
eclosionados (22,67), seguido del grupo tratado con M. circinelloides (41,67) y
por ultimo el grupo control (70,00) siendo diferentes (P<0,05). En cambio, a los
21 dias el comportamiento fue diferente observandose que el nimero de huevos
eclosianados de F. hepatica del grupo M. circinelloides (39,67) es menor
comparado con los otros dos grupos (p<0,05). Siendo los coeficientes de
determinacion elevados en las regresiones, lo que demuestra la confiabilidad del

modelo.

El nimero de huevos eclosionados de F. hepatica en el grupo del M.
circinelloides y control a los 14 y 21 dias son similares (p>0,05) no sucediendo

lo mismo con el grupo de Trichoderma spp que incrementa a los 21 dias (p<0,05).

Tabla 3: Recuento de huevos de F. hepatica eclosionados después de tratamiento
con los hongos Trichoderma spp y del M. circinelloides in vitro.

Dias Control Trichoderma spp 10° M. circinelloides 10°
esporas esporas

7 0,00 a 0,00 a 0,00 a

14 70,33 d 22,67 b 41,67 c

21 76,67 d 72,67 d 39,67 ¢

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05 prueba de Fisher).
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Figura 11: Numero de huevos de F. hepatica eclosionados después de
tratamiento con los hongos de Trichoderma spp y del M.
circinelloides a los 7, 14 y 21 dias.

4.2. De los huevos de F. hepatica no embrionados al efecto de Trichoderma spp y
M. circinelloides.

Para determinar cudl de los dos tratamientos de los hongos fue mejor en el
recuento de huevos no embrionados de F. hepatica en los diferentes tiempos (7,
14 y 21 dias), en la tabla 3, figura 2 y anexo 5, 6, 7 y 8, se observa efecto en la
interaccion de tiempo por tratamiento (P<0,01), donde a los 7 dias el promedio
del nimero de huevos no embrionados es estadisticamente similar en los tres
grupos (P>0,05), a partir de los 14 dias en el grupo control presenta el menor
nimero de huevos no embrionados (24,33) en comparacion a los huevos no
embrionados de los grupos de Trichoderma spp (54,00) y M. circinelloides
(49,67) siendo estadisticamente diferentes (p<0,05). Los dos ultimos son
similares entre si. A los 21 dias el comportamiento fue diferente observandose
que el grupo del M. circinelloides (55,00) mayor comparado con los otros dos
grupos (p<0,05).
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El ndmero de huevos no embrionados de los grupos control y
Trichoderma spp se mantienen a los 7 y 14 dias, disminuyendo a los 21 dias, En
el grupo M. circinelloides a medida que se incrementa el tiempo o los dias el

nimero de huevos no embrionados se va incrementando.

Tabla 4: Recuento de huevos no embrionados después del tratamiento.

Dias Control Trichoderma spp 10° M. circinelloides 10°
esporas esporas

7 22,67 cde 38,33 bc 27,33 cd

14 24,00 cd 54,00 ab 49,67 ab

21 6,33 e 20,67 de 55,00 a

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05 prueba de
Fisher).

(70 | T=-0.50x2 + 12.74x - 26.33 )
S 60 R2 = 0.81; P<0.01)
- <
= 0 / M = 1,98x + 16,33
LIEJ 40 R2=10,47, P<0.05
o 30
p
g 20 C =-0.19x2 + 4.26x - 2.33
3 10 R2 =83
T
- O
> 7 14 21
< Dias Pos Tratamiento
Control =e=Trichoderma spp Muccor circillenoides
. J

Figura 12: Numero de huevos de F. hepatica no embrionados después de
tratamiento con los hongos de Trichodema spp y del M.
circinelloides a los 7, 14 y 21 dias.
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4.3. De los huevos de F. hepatica embrionados al efecto de Trichoderma spp y de
M. circinelloides.

Para determinar cual de los dos tratamientos de los hongos fue mejor en el
recuento de huevos embrionados de F. hepatica en los diferentes tiempos (7, 14
y 21 dias), en la tabla 4, figura 3 y anexo 9, 10, 11 y 12, se observa efecto en la
interaccion de tiempo por tratamiento (P<0,01), donde a los 7 dias el promedio
del nimero de huevos embrionados el grupo control (77,33) fue mayor al namero
de huevos embrionados del grupo Trichoderma spp (P<0,05) a partir de los 14
dias los grupos que presentan el menor nimero de huevos embrionados son el
control (5,67) y el M. circinelloides (8,67) en comparacion a los huevos
embrionados de los grupos de Trichoderma spp (23,33). A los 21 dias el
comportamiento fue diferente observandose que el nimero promedio de huevos

embrionados fue similar en los tres grupos (P>0,05).

El nimero de huevos embrionados de los grupos control y M.
circinelloides es mayor a los 7 dias, para luego disminuir y mantenerse a los 14 y
21 dias siendo estos dos ultimos valores diferentes (P<0,05) al primero. En el el
grupo de Trichoderma spp son diferentes (p<0,05) a los 7, 14 y 21 dias, y a medida

que transcurren los dias el numero de huevos embrionados va disminuyendo.
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Tabla 5: Recuento de huevos embrionados después del tratamiento.

Dias Control Trichoderma spp 10° M. circinelloides 10°
esporas esporas

7 77,33 a 61,67 b 72,67 ab

14 5,67d 23,33 ¢ 8,67 d

21 17,00cd 6,67d 5,33d

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05, prueba de Fisher).

90
80
70
60
50
40
30
20
10

N° de Huevos Embrionados

-10

M = 0.62d2 - 22,14d + 197,33
R2=0.93; P<0.01

C =0.85d2 - 28.02d + 231,98
R2 =0.99 P<0.01

T=0.22d2 - 10.12d + 121,69
R2=0.98; P<0.01

7 14 21
Dias Pos Tratamiento

Control  ==e==Trichoderma spp Mucor circinelloides

Figura 13: Numero de huevos de F. hepatica embrionados eclosionados después

de tratamiento con los hongos de Trichodema spp y del M.
circinelloides a los 7, 14 y 21 dias.
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Figura 14: Huevo con células germinadas y crecimiento de formas flngicas.
(Flecha roja) crecimiento de hongo, (Flecha azul) células
embrionarias.

Figura 15: Huevos sin contenido, flecha roja crecimiento flngico.

Figura 16: Huevo embrionado con crecimiento fungico a su alrededor (flecha
roja).
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Figura 17:

Figura 18:

Huevo con crecimiento fungico, en la parte superior se observa un
esporangio.

Huevo eclosionados (izquierda) y huevo sin embrionar (derecha).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

La eficacia ovicida del Mucor circinelloides sobre huevos de Fasciola hepatica

in vitro en una concentracion de 10° esporas es de 48,26+5,65 %.

La eficacia ovicida de Trichoderma spp sobre huevos de Fasciola hepatica in

vitro en una concentracion de 10° esporas es de 5,22+2,52 %.

La eficacia ovicida de Mucor circinelloides es significativamente mayor frente
a la eficacia ovicida de Trichoderma spp, sobre huevos de Fasciola hepatica, por lo que

se puede usar como parte de su control integral.
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RECOMENDACIONES

Realizar trabajos de eficacia con mayor cantidad de huevos de F. hepatica y

mayor concentracion de esporas de Mucor circinelloides y Trichoderma spp.

Usar Mucor circinelloides como parte del control integrado de Fasciola

hepatica.

Realizar trabajos de eficacia de Mucor circinelloides incorporados al alimento

para el control de huevos de F. hepatica.
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Tabla 06: Recuento de huevos sin embrionar, embrionados y eclosionados a los 7 dias
después de tratamiento.

Repeticiones Huevps sin Hu_evos HL.JEVOS Total
embrionar | embrionados | eclosionados
1 27 73 0 100
Control 7 dias 2 23 77 0 100
3 18 82 0 100
) 1 32 68 0 100
T”Chs‘)derma 7 dias 2 44 56 0 100
PP 3 39 61 0 100
1 17 83 0 100
3 48 52 0 100
Tabla 07: Recuento de huevos sin embrionar, embrionados y eclosionados a los 14
dias después de tratamiento.
Repeticiones Huevgs sin quvos HL_Jevos Total
embrionar | embrionados | eclosionados
1 19 9 72 100
Control 14 dias 2 24 5 71 100
3 29 3 68 100
_ 1 43 24 33 100
Tricnoderma | 14 das 2 53 25 22 100
PP 3 66 21 13 100
1 43 48 100
circinelioices| 1495 |2 48 8 | 10
3 58 34 100
Tabla 08: Recuento de huevos sin embrionar, embrionados y eclosionados a los 21
dias después de tratamiento.
Repeticiones HueV(_)s sin Hu_evos HL.‘eVOS Total
embrionar | embrionados | eclosionados
1 9 14 77 100
Control 21 dias 2 2 16 82 100
3 8 21 71 100
) 1 26 10 64 100
T“Chs‘)derma 21 dias 5 18 6 76 100
PP 3 18 4 78 100
1 46 8 46 100
cir(':\:lr?;(ljgirdes 21 dias 2 [ > 24 100
3 48 3 49 100
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ANEXO 1: ANALISIS DE VARIANZA DE FACTORIAL DE 3 *3 DE UN COMPLETAMENTE

AL AZAR DEL NUMERO DE HUEVOS ECLOSIONADOS.

Variable N R2 RZAj CV

Huevos eclosionados 27 0.97 0.95 19.19

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo 24796.52 8 3099.56 65.23 <0.0001

Tratamiento 2366.52 2 1183.26 24.90 <0.0001

Dias 18918.30 2 9459.15 199.06 <0.0001

Tratamiento*Dias 3511.70 4 877.93 18.48 <0.0001

Error 855.33 18 47.52

Total 25651.85 26

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=6.82708
Error: 47.5185 gl: 18

Tratamiento  Medias n E.E.

Muccor circinelloides 27.11 92.30 A
Trichoderma spp 31.78 9230 A

Control 48.89 9230 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=6.82708
Error: 47.5185 gl: 18

Dias Medias n E.E.
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7 000 9230A

14 4478 9230 B

21 63.009230 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=11.82485
Error: 47.5185 gl: 18

Tratamiento  Dias Medias n E.E.

Control 7 0.00 33.98A

Muccor circinelloides7  0.00 33.98 A
Trichodermaspp 7 0.00 33.98 A
Trichodermaspp 14 22.67 3398 B
Muccor circinelloides 21 39.67 3398 C
Muccor circinelloides 14 41.67 3398 C
Control 14 70.00 33.98 D
Trichodermaspp 21 72.67 33.98 D

Control 21 76.67 33.98 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).
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ANEXO 2: ANALISIS DE REGRESION POLINOMICA DEL NUMERO DE HUEVOS

ECLOSIONADOS, DEL GRUPO CONTROL

Tratamiento  Variable N R2 RZAjECMP AIC BIC

Control  Huevos eclosionados 9 0.99 0.99 25.00 51.56 52.35

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows VIF

const -133.33 8.39 -153.86 -112.81 -15.89 <0.0001

Dias 23.571.36 20.24 26.90 17.32 <0.0001 301.03 49.00

Dias"2 -0.650.05 -0.76 -0.53-13.44 <0.0001 181.50 49.00

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I)

F\V. SC al CM F p-valor

Modelo 10822.22 2 5411.11 487.00 <0.0001

Dias 8816.67 18816.67 793.50 <0.0001

Dias"2 2005.56 1 2005.56 180.50 <0.0001

Error 66.67 6 11.11

Total 10888.89 8

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

FV. SC al CM F p-valor

Modelo 10822.22 2 5411.11 487.00 <0.0001

Dias 10822.22 25411.11 487.00 <0.0001

Error 66.67 6 11.11

Total 10888.89 8
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ANEXO 3: ANALISIS DE REGRESION POLINOMICA DEL MUMERO DE
HUEVOS ECLOSIONADOS DEL GRUPO Muccor circinelloides.

Tratamiento Variable N R2 RZAj ECMP AIC BIC

Muccor circillenoides Huevos eclosionados 9 0.88 0.83 177.50 69.20 69.99

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows VIF

const -85.33 22.35 -140.03 -30.64 -3.82 0.0088

Dias 15.31 3.63 6.44 24.18 4.22 0.0055 18.8349.00

Dias"2 -0.45 0.13 -0.76 -0.13-3.48 0.0132 13.09 49.00

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I)

F\N. SC ol CM F p-valor

Modelo 3313.56 2 1656.78 21.00 0.0020

Dias 2360.17 12360.17 29.92 0.0016

Dias"2 953.39 1 953.39 12.09 0.0132

Error 473.33 6 78.89

Total 3786.89 8

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F\NV. SC ol CM F p-valor

Modelo 3313.56 2 1656.78 21.00 0.0020

Dias 3313.56 2 1656.78 21.00 0.0020

Error 473.33 6 78.89

Total 3786.89 8
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ANEXO 4: ANALISIS DE REGRESION POLINOMICA DEL NUMERO DE
HUEVOS ECLOSIONADOQOS, DEL GRUPO Trichoderma spp.

Tratamiento Variable N R2 RZAj ECMP AIC BIC

Trichoderma spp Huevos eclosionados 9 0.96 0.95 118.25 65.55 66.34

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows VIF

const 4.67 18.24 -39.98 49.31 0.26 0.8067

Dias -2.62 2.96 -9.86 4.62-0.88 0.4103 1.78 49.00

Dias"2 0.28 0.10 0.02 0.53 2.67 0.0372  8.1149.00

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I)

FN. SC ol CM F p-valor

Modelo 8294.22 2 4147.11 78.91 <0.0001
Dias 7920.67 1 7920.67 150.71 <0.0001
Dias"2 373.56 1 373.56 7.11 0.0372
Error 315.33 6 52.56

Total 8609.56 8

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F\NV. SC ol CM F p-valor

Modelo 8294.22 2 4147.11 78.91 <0.0001

Dias 8294.22 24147.11 78.91 <0.0001

Error 315.33 6 52.56

Total 8609.56 8
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ANEXO 3: ANALISIS DE VARIANZA DE FACTORIAL DE 3 *3 DE UN COMPLETAMENTE

AL AZAR DEL NUMERO DE HUEVOS SIN EMBRIONAR

Variable N R2 RZAj CV

Huevos sin embrionar 27 0.82 0.74 29.45

Andlisis de la varianza

Variable N R2 RZAj CV

Huevos sin embrionar 27 0.81 0.72 28.86

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo 6942.67 8 867.83 9.50 <0.0001

Tratamiento  3400.67 2 1700.33 18.62 <0.0001

Dias 1224.22 2 612.11 6.70 0.0067

Tratamiento*Dias 2317.78 4 579.44 6.34 0.0023

Error 1644.00 18 91.33

Total 8586.67 26

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=9.46495
Error: 91.3333 gl: 18

Tratamiento  Medias n E.E.

Muccor circinelloides 44.00 9 3.19 A
Trichoderma spp 37.67 93.19A

Control 1767 93.19 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).
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Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=9.46495
Error: 91.3333 gl: 18

Dias Medias n E.E.

14 4256 93.19 A

7 2944 9319 B

21 27339319 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=16.39377
Error: 91.3333 gl: 18

Tratamiento  Dias Medias n E.E.

Muccor circinelloides 21 55.00 35.52 A
Trichodermaspp 14 54.00 3552A B
Muccor circinelloides 14 49.67 3552 A B
Trichodermaspp 7 3833 3552 B C
Muccor circinelloides7 27.33 3552 C D
Control 14 24.00 35.52 CcCD
Control 7 22.67 3552 CDE
Trichodermaspp 21 20.67 35.52 D E

Control 21 6.33 35.52 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).
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ANEXO 4: ANALISIS DE REGRESION POLINOMICA DEL NUMERO DE HUEVOS SIN

EMBRIONAR DEL GRUPO CONTROL

Tratamiento Variable N R2 RZAjECMP AIC BIC

Control  Huevos sin embrionar 9 0.83 0.78 44.25 56.70 57.49

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows VIF

const -0.67 11.16 -27.98 26.64 -0.06 0.9543

Dias 4.45 181 0.02 8.88 2.46 0.0492 7.0549.00

Dias"2 -0.20 0.06 -0.36 -0.04 -3.14 0.0202 10.83 49.00

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I)

F\N. SC gl CM F p-valor

Modelo 593.56 2 296.78 15.09 0.0046

Dias 400.17 1400.17 20.35 0.0041

Dias"2 193.39 1193.39 9.83 0.0202

Error 118.00 6 19.67

Total 711.56 8

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F\NV. SC ol CM F p-valor

Modelo 593.56 2 296.78 15.09 0.0046

Dias 593.56 2296.78 15.09 0.0046

Error 118.00 6 19.67

Total 711.56 8
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ANEXO 7: ANALISIS DE REGRESION POLINOMICA DEL NUMERO DE
HUEVOS SIN EMBRIONAR DEL GRUPO Muccor circinelloides.

Tratamiento Variable N R2 RZAj ECMP AIC BIC

Muccor circinelloides Huevos sin embrionar 9 0.55 0.40 395.00 76.40 77.19

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows VIF

const -14.00 33.34 -95.59 67.59 -0.42 0.6892

Dias 6.83 541 -6.40 20.07 1.26 0.2534  2.60 49.00

Dias"2 -0.17 0.19 -0.64 0.29-0.91 0.3992 1.82 49.00

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1)

F\N. SC ol CM F p-valor

Modelo 1292.67 2 646.33 3.68 0.0905

Dias 1148.17 11148.17 6.54 0.0431

Dias"2 144.50 1 144.500.82 0.3992

Error 1053.33 6 175.56

Total 2346.00 8

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F\NV. SC ol CM F p-valor

Modelo 1292.67 2 646.33 3.68 0.0905

Dias 1292.67 2 646.33 3.68 0.0905

Error 1053.33 6 175.56

Total 2346.00 8
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ANEXO 8: ANALISIS DE REGRESION POLINOMICA DEL NUMERO DE
HUEVOS SIN EMBRIONAR DEL GRUPO Trichoderma spp.

Tratamiento Variable N R2 RZA] ECMP AIC BIC

Trichoderma spp Huevos sin embrionar 9 0.83 0.77 128.75 66.31 67.10

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows VIF

const -28.3319.04 -74.92 18.25-1.49 0.1872

Dias 12.74 3.09 5.18 20.29 4.12 0.0062 18.01 49.00

Dias"2 -0.50 0.11 -0.77 -0.23-4.58 0.0038 21.98 49.00

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I)

F\N. SC ol CM F p-valor

Modelo 1668.67 2 834.33 14.58 0.0050

Dias 468.17 1 468.17 8.18 0.0288

Dias"2 1200.50 1 1200.50 20.98 0.0038

Error 343.33 6 57.22

Total 2012.00 8

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F\N. SC ol CM F p-valor

Modelo 1668.67 2 834.33 14.58 0.0050

Dias 1668.67 2 834.33 14.58 0.0050

Error 343.33 6 57.22

Total 2012.00 8
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ANEXO 5: ANALISIS DE VARIANZA DE FACTORIAL DE 3 *3 DE UN COMPLETAMENTE

AL AZAR DEL NUMERO DE HUEVOS EMBRIONADOS

Variable N R2 RZAj CV

Huevos embrionados 27 0.96 0.95 22.08

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo 22408.52 8 2801.06 60.07 <0.0001

Tratamiento 90.74 2 45.37 0.97 0.3970

Dias 21239.41 210619.70 227.75 <0.0001

Tratamiento*Dias 1078.37 4 269.59 5.78 0.0036

Error 839.3318 46.63

Total 23247.85 26

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=6.76293
Error: 46.6296 gl: 18

Tratamiento  Mediasn E.E.

Control 33.33 9228 A
Trichoderma spp 30.56 92.28 A

Muccor circinelloides 28.89 92.28 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).
Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=6.76293
Error: 46.6296 gl: 18

Dias Medias n E.E.

7 70.56 9228 A
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14 1256 92.28 B

21 9.67 9228 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=11.71373
Error: 46.6296 gl: 18

Tratamiento  Dias Medias n E.E.

Control 7 7733 33.94A

Muccor circinelloides 7 72.67 33.94 A B
Trichodermaspp 7 61.67 3394 B
Trichodermaspp 14 2333 3394 C
Control 21 17.00 33.94 CcCD
Muccor circinelloides 14  8.67 33.94 D
Trichodermaspp 21 6.67 33.94 D
Control 14 5.67 33.94 D

Muccor circinelloides 21  5.33 33.94 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05).
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ANEXO 6: ANALISIS DE REGRESION POLINOMICA DEL NUMERO DE HUEVOS

EMBRIONADOS DEL GRUPO CONTROL

Tratamiento  Variable N R2 RZAjECMP AIC BIC

Control  Huevos embrionados 9 0.99 0.99 32.00 53.78 54.57

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows VIF

const 232.00 9.49 208.78 255.22 24.44 <0.0001

Dias -28.021.54 -31.79 -24.26 -18.20 <0.0001 332.31 49.00

Dias"2 0.850.05 0.71 0.98 15.56 <0.0001 243.1949.00

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I)

F\N. SC ol CM F p-valor

Modelo 8904.67 2 4452.33 313.05 <0.0001

Dias 5460.17 15460.17 383.92 <0.0001

Dias"2 3444.50 1 3444.50 242.19 <0.0001

Error 85.33 6 14.22

Total 8990.00 8

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F\NV. SC ol CM F p-valor

Modelo 8904.67 2 4452.33 313.05 <0.0001

Dias 8904.67 2 4452.33 313.05 <0.0001

Error 85.33 6 14.22

Total 8990.00 8
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ANEXO 11: ANALISIS DE REGRESION POLINOMICA CUADRATICA DEL
NUMERO DE HUEVOS EMBRIONADOS DEL GRUPO Muccor circinelloides.

Tratamiento Variable N R2 R2ZAj ECMP AIC BIC

Muccor circinelloides Huevos embrionados 9 0.93 0.91 245.25 72.11 72.90

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows VIFE

const 197.33 26.27 133.04 261.62 7.51 0.0003

Dias -22.14 4.26 -32.57 -11.71-5.20 0.0020 27.99 49.00

Dias"2 0.62 0.15 0.25 0.99 4.11 0.0063 17.88 49.00

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I)

F\N. SC ol CM F p-valor

Modelo 8640.89 2 4320.44 39.64 0.0003

Dias 6800.67 16800.67 62.39 0.0002

Dias"2 1840.22 1 1840.22 16.88 0.0063

Error 654.00 6 109.00

Total 9294.89 8

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F\NV. SC ol CM F p-valor

Modelo 8640.89 2 4320.44 39.64 0.0003

Dias 8640.89 2 4320.44 39.64 0.0003

Error 654.00 6 109.00

Total 9294.89 8
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ANEXO 12: ANALISIS DE REGRESION POLINOMICA DEL NUMERO DE
HUEVOS EMBRIONADOS DEL GRUPO Trichoderma spp.

Tratamiento Variable N R2 RZAjECMP AIC BIC

Trichoderma spp Huevos embrionados 9 0.98 0.97 37.50 55.21 56.00

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows VIF

const 121.67 10.27 96.53 146.81 11.84 <0.0001

Dias -10.12 1.67 -14.20 -6.04 -6.07 0.0009 37.86 49.00

Dias"2 0.22 0.06 0.08 0.37 3.75 0.0095 15.08 49.00

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I)

F\N. SC ol CM F p-valor

Modelo 4772.22 2 2386.11 143.17 <0.0001

Dias 4537.50 1 4537.50 272.25 <0.0001

Dias"2 234.72 1 234.72 14.08 0.0095

Error 100.00 6 16.67

Total 4872.22 8

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F\N. SC ol CM F p-valor

Modelo 4772.22 2 2386.11 143.17 <0.0001

Dias 4772.22 2 2386.11 143.17 <0.0001

Error 100.00 6 16.67

Total 4872.22 8
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