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RESUMEN 

El control del parasitismo gastrointestinal en rumiantes con 

antihelmi'nticos quimicos tradicionales, viene ocasionando peligrosos 

efectos adversos en los ecosistemas naturales, el surgimiento de la 

resistencia antihelmintica y efectos nocivos sobre organismos no bianco. 

Ante este problema se renueva el interes por la busqueda de alternativas 

de control de nematodos gastrointestinales, en concordancia con el 

equilibrio del medio ambiente y el desarrollo sustentable. 

La actividad nematicida del extracto proteico total de Bacillus ihuringiensis 

(Bt) contra huevos y larvas L3 infectivas de Nematodims spathiger (Ns) 

fue evaluado en pruebas in vitro. Los huevos o larvas L3 infectivas de Ns 

fueron colocados junto a 1.2 ml de la suspension del extracto proteico 

total de Bt en placas de Petri considerando 10 repeticiones y el mismo 

numero de repeticiones con solo nematodos, para el grupo control. Las 

placas de Petri se incubaron a 24,48 y 72 h a 25°C. 

Se comprobo que los huevos y larvas L3 infectivas de Ns son 

susceptibles al efecto nematicida de Bt, a las 24, 48 y 72 h post 

enfrentamiento al extracto proteico total de Bt. E s asi , que la variedad con 

mayor efecto nematicida obtenido es Bt variedad kurstaki (HD-1), con una 

concentration proteica de 5.042 mg/ml produciendo a las 72 horas de 

enfrentamiento una mortalidad de 44.7% en huevos de Ns, y de 45.6% en 

larvas L3 infectivas de Ns. En contraste, una inconsistente actividad 

ovicida y larvicida se observo con las variedades de Bt variedad 

thompsoni (HD-542), Bt variedad neoleonensis (T-24-001), Bt variedad 
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israeliensis (HD-500) y Bt variedad israeliensis (WHO-2013-9). E l extracto 

proteico total de Bt variedad kurstaki HD-1, contiene las toxinas 

nematicidas que pudieran ser empleadas para el futuro en pruebas in vivo 

con animales infectados experimentalmente con Ns para explorar la 

posibilidad de usarlo como una herramienta antihelmintica de tipo 

biologico. 

Palabras clave: Bacillus thuringiensis, Nematodirus spathiger, control 

biologico. 
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INTRODUCCION 

La crianza de especies rumiantes como vacunos, ovinos, caprinos y los 

camelidos sudamericanos en los andes peruanos, constituye una 

importante fuente de ingresos economicos para los ganaderos; sin 

embargo, son las enfermedades ocasionadas por los parasitos 

gastrointestinales las que generan bajos rendimientos en la produccion 

lechera, carnica y lana, siendo su tratamiento costoso y en algunas 

ocasiones ineficaz. 

El tratamiento que se viene dando en la actualidad a las enfermedades 

ocasionadas por los parasitos gastrointestinales, es mediante el control 

quimico que presenta muchos inconvenientes para su empleo, como la 

generation de resistencia a los antiparasitarios, residuos de estos 

farmacos en leche o carne destinados al consumo humano, dano al medio 

ambiente y sumado a esto el objetivo de producir alimentos organicos, 

generando gastos adicionales en la produccion ganadera. Estos 

inconvenientes ocasionan baja rentabilidad de la ganaderia y por lo tanto 

una baja calidad de vida de los ganaderos. 

Los inconvenientes ocasionados por el control quimico, han replanteado 

el uso de los antiparasitarios, renovando el interes por la busqueda de 

nuevas alternativas ecologicamente viables, sustentables y sin riesgos 

para la salud humana, entre ellos el control biologico, que consiste en 

utilizar organismos vivos con el objeto de controlar las poblaciones de otro 

organismo. 
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Son diversas las poblaciones de organismos que han sido reportadas 

como antagonistas de nematodos, desde invertebrados hasta bacterias y 

hongos, siendo considerados como posibles agentes potenciales de 

control de nematodos. Estos depredadores o parasitos de nematodos 

parasites de animales, ha despertado un gran interes por los 

investigadores con la finalidad de buscar un posible efecto potencial en el 

control de los parasitos gastrointestinales en rumiantes. 

De los organismos reportados, la bacteria Bacillus thuringiensis ha sido 

desarrollada, como un excelente agente biocontrolador de enfermedades 

causadas principaimente por insectos a diferentes cultivos de importancia 

en la production agricola. Para el caso de los nematodos se han 

encontrado variedades de Bacillus thuringiensis que tienen actividad letal 

frente a los estadios de vida libre como son los huevos y larvas de 

nematodos parasitos de rumiantes. 

En el presente trabajo de investigation realizado en el Laboratorio de 

Parasitologia de la E .F .P . de Medicina Veterinaria y el Laboratorio de 

Biotecnologla de la E .F .P . de Biologia de la Universidad Nacional de San 

Cristobal de Huamanga, se evaluo la actividad nematicida in vitro del 

extracto proteico total de Bacillus thuringiensis frente a los estadios de 

vida libre de Nematodirus spathiger, huevos y larvas L3 infectivas, por lo 

que se propusieron los siguientes objetivos: 

Objetivo General. 

• Evaluar la actividad letal in vitro del extracto proteico total de Bacillus 

thuringiensis sobre huevos y larvas (L3) infectivas de Nematodirus 

spathiger. 

Objetivos Especificos. 

• Obtener un extracto proteico total de Bacillus thuringiensis. 

• Obtener huevos y larvas (L3) infectivas de Nematodirus spathiger. 

• Determinar el porcentaje de eficiencia antihelmintica in vitro del 

extracto proteico total de Bacillus thuringiensis sobre huevos y larvas 

(L3) infectivas de Nematodirus spathiger. 
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CAPITULO I 

REVISION DE LITERATURA 

1.1. General idades. 

De las diversas patologias presentes en los rumiantes, las parasitosis se 

presentan como un verdadero problema en la production ganadera, 

dando como resuttado una disminucion del bienestar animal y su potential 

productivo, junto con costos crecientes asociados con medidas de 

tratamiento (antiparasitarios) y de manejo. 

Los parasitismos gastrointestinales no siempre son diagnosticados como 

causantes de una ineficiencia productiva y, a nivel del campo, no es 

posible separar esta causa de otras causas posibles tales como una 

deficiencia nutritional. 

Entre el parasitismo gastrointestinal, la helmintiasis es considerada como 

un problema de animates jovenes, pero sin duda que la infection en 

animates maduros tambien ocasiona muchas perdidas productivas en los 

rebanos (Hidalgo, 2004). 

En la actualidad los parasites internos y externos del ganado continuan 

siendo una de las principales causas de perdidas economicas a nivel 

mundial y es durante los ultimos anos que se viene dando el 

mejoramiento de acaricidas, insecticidas y antihelminticos de gran 

eficacia, amplio espectro y poder residual, lo que ha permitido al productor 

agropecuario disponer de un instrumento de control practico y adaptable a 
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diferentes sistemas de produccion. Sin embargo, el desarrollo paulatino 

de resistencia parasitaria, la ecotoxicidad, la residualidad en los 

alimentos, a nivel mundial ha demostrado que los antiparasitarios son un 

recurso necesario pero no renovable. 

Ante la creciente necesidad de redisenar sistemas de control rentables, 

eficientes y sostenibles, los organismos internacionales y en particular la 

FAO, promueven acciones destinadas a minimizar las consecuencias de 

este problema (FAO, 2003). 

Son diversas las formas de control y prevencion del parasitismo 

gastrointestinal del ganado, siendo propuestas, las medidas de manejo 

como rotation de potreros y pastoreo alternado con diferentes especies, 

la selection genetica de animates resistentes a estos parasitos, 

inmunizacion del ganado ya sea mediante la administration de larvas 

irradiadas o de extractos proteicos purificados obtenidos de celulas 

intestinales de nematodos, etc. 

E s importante poner atencion en los estadios de vida libre o no parasita, 

cuyo desarrollo se lleva a cabo en el medio ambiente. Estos, inician el 

proceso evolutivo en forma de huevo, cuando son eliminados al suelo 

junto con las heces de los animates. Desde este primer contacto con su 

nuevo habitat y durante todo su desarrollo evolutivo hasta convertirse en 

estadio tercero o larva infectante, tienen que enfrentar diversos enemigos 

naturales que constantemente atentan contra sus poblaciones. 

Los enemigos naturales de los nematodos en el suelo, pueden dividirse 

para su estudio en diferentes grupos de acuerdo a su clasificacion 

taxonomica y comportamiento biologico con respecto a los nematodos. 

Dentro de estos podemos encontrar a un extenso grupo de hongos y 

bacterias, ademas de otros microorganismos tales como nematodos y 

artropodos nematofagos, que actuan como depredadores de nematodos. 

E inclusive otros organismos como algunas plantas que producen 

substancias nematicidas y que en forma indirecta ejercen un efecto 
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detrimental sobre diferentes grupos de nematodos en el suelo (Mendoza, 

2000). 

Uno de los principales microorganismos que estan actualmente siendo 

explorados como una posible herramienta biologica de control, es Bacillus 

thuringiensis. Esta bacteria ha sido desarrollada como un excelente 

agente biocontrolador de enfermedades causadas principaimente por 

insectos a diferentes cultivos de importancia en la production agricola. La 

forma en que esta bacteria ejerce su efecto patogeno en contra de los 

insectos es a traves de la formation de cristales de naturaleza proteica 

que son producidos dentro de las celulas vegetativas (Herrera y col., 

2004). 

En las ultimas decadas se ha observado actividad nematotexica de 

cristales producidos por algunas variedades de esta bacteria, 

reportandose actividad nematicida en animales infectados con 

nematodos. Recientemente se han identificado genes del grupo Cry V con 

actividad nematicida (Mendoza, 2000). 

1.2. Gastroenteritis parasitarias en rumiantes. 

En el tracto digestivo de rumiantes se suelen encontrar mezclados los 

nematodos de los generos Trichostrongylus, Ostertagia, Cooperia, 

Nematodirus, Haemonchus, Chabertia, Bunostomum, Oesophagostomum 

y anquilostomas. Todos ellos estan relacionados con gastroenteritis 

parasitaria. A estos nematodos se les conoce en forma colectiva como 

tricostrongiloides. 

La transmision se produce por ingestion de larvas infectantes. El riesgo de 

infection depende de factores que actuan sobre la susceptibilidad del 

hospedador, del numero de larvas infectantes que se acumulan en los 

pastes y del numero de larvas en hipobiosis. Los mas vulnerables son los 

terneros, corderos, cabritos y tuis. 
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La enfermedad de Tipo I se produce tras una infection reciente; la 

enfermedad de Tipo II se retrasa hasta que las larvas hipobioticas 

reanuden su desarrollo (Radostits y col., 1999). 

Cada especie de tricostrongiloide diflere en cuanto al habitat y en cuanto 

a las lesiones que ocasionan, en terminos generates se describe los 

principales mecanismos que desencadenan la diarrea, el adelgazamiento 

y la disminucion de la production. 

1.2.1. Infestaciones del abomaso. 

Las larvas en desarrollo de Ostertagia dilatan las glandulas gastricas y 

producen pequenos nodulos de color bianco sobre la superficie de la 

mucosa (carecen de importancia). Las alteraciones de mayor importancia 

se producen entre 18 a 21 dias despues de la infestation, cuando los 

vermes comienzan a emerger de las glandulas. Esto desencadena una 

reaction hiperplasica en las glandulas adyacentes, que causan lesiones 

nodulares de mayor tamano. Muchas de las celulas que revisten las 

glandulas afectadas no son funcionales, reduciendose las celulas 

parietales secretoras de acido que se traduce en un aumento del pH 

gastrico, que puede alcanzar valores de 6,0 a 7,0. 

La hiperplasia de la mucosa del abomaso permite que no se destruyan 

bacterias y protozoarios provenientes del rumen. El pepsinogeno no se 

convierte en pepsina, ya que esto solo ocurre en medio acido, y en 

consecuencia, no se dispone de pepsina para digerir las proteinas. Se 

incrementan las concentraciones de pepsinogeno y gastrina en sangre. 

Tambien hay un incremento de la permeabilidad epitelial del abomaso, 

generando perdida de proteinas hacia la luz del abomaso. 

En casos graves, es observable hipoalbuminemia, edemas y 

adelgazamiento. E l proceso provoca una disminucion de ia sintesis de 

proteina muscular y la consecuente perdida de productividad (Radostits y 

col., 1999). 
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1.2.2. Infestaciones intestinales por tricostrongiloides. 

Se asocian con lesiones inflamatorias, engrosamiento de la mucosa y 
desaparicion o acortamiento de las vellosidades. La actividad enzimatica 
del epitelio esta reducida. Mientras Nematodirus y Cooperia se localizan 
en estrecho contacto con la mucosa, las larvas y las formas adultas de 
especies de Trichostrongylus excavan tuneles superficiales, provocando 
mayores lesiones en los tejidos. Las lesiones se localizan en el tramo 
anterior del intestino delgado, y su gravedad depende de la concentration 
de vermes. 

La mala absorcion no es una de las caracteristicas destacadas de la 

patogenia, ya que las zonas no afectadas del intestino pueden compensar 

los efectos. En consecuencia la digestion y absorcion de protei'nas puede 

encontrarse dentro de los valores normales. Sin embargo, si se produce 

una baja retention y utilization de nitrogeno debido a una enteropatia con 

perdida de proteina, junto con las graves perdidas de celulas descamadas 

y de produccion de moco. Esto contribuye a una reduction de la 

produccion y en los casos mas graves produce edemas e 

hipoalbuminemia. La absorcion de minerales se encuentra reducida, 

provocando un retraso del crecimiento del esqueleto, una reduction de la 

densidad osea y de su mineralization. La infection por Trichostrongylus 

reduce la absorcion de fosforo e incrementa la perdida de fosforo 

endogeno, ocasionando la deficiencia de fosforo. Se desconoce el 

mecanismo preciso que provoca la diarrea asociada con estas 

infestaciones (Radostits y col., 1999). 

1.2.3. Reduccion de la productividad. 

Los parasitos intestinales y del abomaso originan una disminucion del 

apetito, que es responsable en un 60 % de la diferencia en la ganancia de 

peso que existe entre ovejas y bovinos infestados por Ostertagia y los que 

se encuentran libres de vermes. La ingestion voluntaria de alimentos se 

puede reducir significativamente incluso en animales asintomaticos. Los 

elevados niveles de gastrina en infecciones por tricostrongiloides en 
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abomaso alteran la motilidad reticulo - ruminal y reducen la velocidad del 

vaciado del abomaso, provocando un estasis de la ingesta y una 

reduction de la ingestion de alimentos (Radostits y col., 1999). 

1.3. Generalidades de Nematodirus spathiger. 

Las especies de Nematodirus se comportan de manera diferente a otros 

tricostrongiloides, los corderos son la unica fuente de contamination de 

los pastos ovinos, transmitiendose de una generation de corderos a otra 

(Radostits y col., 1999). 

Nematodirus spathiger tiene como hospedadores a ovinos, caprinos, 

camelidos sudamericanos y ocasionalmente vacunos, localizandose en el 

ileon del Intestino delgado. Esta distribuido mundialmente, pero es mas 

comun en zonas templadas. (Urquhart y col., 2001; Leguia y Casas, 

1999). 

1.3.1. Taxonomia. 

Reino : Animal 

Phylum : Nemathelminthes 

Clase : Nematoda 

Orden : Strongylida 

Suborden : Strongylina 

Superfamilia : Trichostrongyloidea 

Familia : Trichostrongylidae 

Genero : Nematodirus 

Especie : Nematodirus spathiger 

Fuente: Urquhart y col. (2001). 

1.3.2. Ciclo biologico. 

El genero Nematodirus como los otros tricostrongiloides tiene un ciclo 

biologico directo, este genero sufre mudas que consisten en los siguientes 

estados. 
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Huevos. 

Son eliminados en las heces al medio ambiente, los huevos de especies 

de Nematodirus son diferentes a los demas tricostrongiloides. Son de 

mayor tamano e inicialmente no eclosionan. Estos huevos son grandes, 

ovoides, incoloros y de doble tamano que los tipicos huevos de 

tricostrongiloides (150 - 212 ^m x 75 - 1 0 8 urn) (Urquhart y col., 2001). 

El potencial de puesta de huevos por hembra de nematodo por dia de 

Nematodirus spathiger es aproximadamente 50 (Colditz, 2008), 100 a 200 

(Abbott et al.,2009). 

Larvas. 

E s en el interior del huevo donde se dan dos estados larvarios no 

parasitarios ( L 1 , L2), y un ultimo el tercer estado larvario infectante (L3). 

Estas Larvas se encuentran encapsuladas, es decir, retienen la cuticula 

de la muda anterior para protegerse. La L3 encapsulada infectante, logra 

una resistencia aun mayor frente a condiciones ambientales adversas 

(Radostitsycol., 1999). 

La evolution a L3 generalmente es muy lenta y en climas templados, 

tardando un mt'nimo de dos meses (Urquhart y col., 2001), 14 a 28 dlas 

(Legula y Casas, 1999). 

Los huevos de Nematodirus que contienen L3 infectante solo eclosionan 

tras la exposition a un estimulo especifico, especialmente calor tras un 

periodo de temperaturas frias. De este modo, la mayoria eclosionan 

durante la primavera del ano siguiente al de su puesta (aunque cierto 

porcentaje lo puede hacer durante el otono del primer ano). Por tanto, a 

diferencia de otros tricostrongiloides, Nematodirus se transmite de una 

generation de corderos a otra (Radostits y col., 1999). 

Luego de eclosionar la L3 del huevo, bajo condiciones necesarias de 

humedad, emigran de las heces hacia la vegetation (Urquhart y col., 

2001). 
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Tras la ingestion de las L3 por el hospedador, estas no son migratorias, 

penetrando en las criptas del intestino delgado, realizandose dos mudas, 

hasta alcanzar la larva L5 o adulto inmaduro, que se completa en 10 a 12 

dias despues de la infection (Urquhart y col., 2001). 

Aduttos y reproduccion. 

El nematodo emerge de nuevo a la luz y tras una cuarta muda alcanza el 

estado adulto. E l tiempo que transcurre desde la ingestion de las larvas 

hasta la aparicion de hembras adultas suele ser de cuatro semanas, una 

mas que el resto de tricostrongiloides (Radostits y col., 1999). 

La mayoria de los estadios se localizan en la superficie de la mucosa del 

ileon. Las larvas L5 maduran sexualmente en la superficie de la mucosa, 

siendo el periodo de prepatencia 15 dias (Urquhart y col., 2001), 28 a 30 

dias (Leguia y Casas, 1999). 

E s una especie dioica, con dimorfismo sexual, los machos generalmente 

son mas pequenos que las hembras, siendo estas las que ponen huevos 

(Urquhart y col., 2001). 

Los adultos son delgados de unos 2 cm de longitud, estan entrelazados, 

ofreciendo una apariencia de madeja de iana. Se observa una pequena, 

pero evidente vesicula cefalica. Las espfculas son largas y delgadas con 

las puntas fusionadas. En todas las especies, excepto Nematodims 

battus, el macho tiene dos juegos de costillas paralelas en cada uno de 

los principales lobulos de la bolsa copuladora; la hembra tiene un extremo 

posterior romo y con una pequena espina o pua, y los huevos son 

grandes, ovoides, incoloros y de doble tamano que los tipicos huevos de 

tricostrongilidos (150 - 212 x 75 - 1 0 8 ^m) (Urquhart y col., 2001). 
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Ciclo de Vida del Genero Nematodirus 

Nematodirus 

Host stage 
14 days nwtunt and ^ 

d«*top toto adult* 

turn 
nduna •nfttot* 

lit staQft lafVM 
<Kv*tOf> In tht «tst 

2nd Bt>Q6 tu V36 
dcvdofi tfi ihtt ̂ 98^ 

Fuente: Abbott et al., 2009. 

1.3.3. Epidemiologia. 

Nematodirus spathiger, es un parasito de clima frio, resistente a bajas 

temperaturas debido a que sus estadios de vida libre presentan 

condiciones especiales de desarrollo encapsulado dentro del huevo, asi 

se sabe que la larva tiene una supervivencia optima en un medio fresco y 

humedo o en un medio fresco y seco, o tambien en el invierno, 

contandose para el efecto de un alto potencial biotico. 

Durante las epocas del ano, tanto seca como con lluvia, Nematodirus 

spathiger se presenta constantemente, lo cual indica que la zona de 

Ayacucho tiene condiciones de clima que favorecen su transmision 

(Gomez, 1983). 

Las caracteristicas de importancia en la epidemiologia de Nematodirus 
spathiger son: 
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a) La capacidad de los estadios de vida libre, fundamentalmente los 

huevos que contienen L3, para sobrevivir en el pasto, incluso durante 

mas de dos anos. 

b) Las condiciones para que la mayoria de los huevos eclosionen y por lo 

tanto aparezcan una gran cantidad de L3 en el pasto, se producen en 

noviembre y diciembre. Aunque cada ano se produzca la presencia de 

larvas en el pasto, no todos los anos se van a desencadenar casos 

clinicos de nematodirosis; si la cantidad maxima de L3 aparece 

tempranamente, es probable que los corderos lactantes no consuman 

suficiente pasto para ingerir un gran numero de L3, mientras que si 

aparece tarde, es probable que los corderos tengan suficiente para 

resistir la infection. Parece evidente que existe cierta resistencia 

asociada a la edad frente a la infection por Nematodirus spathiger que 

comienza cuando los corderos tienen alrededor de tres meses de 

edad. Sin embargo, corderos de 6 a 7 meses de edad pueden tener 

grandes poblaciones de Nematodirus spathiger, por los que parece 

dudoso que la inmunidad asociada a la edad sea absoluta. 

c) E l escaso papel que juegan las ovejas madres en el ciclo anual de 

Nematodirus spathiger que puede ser considerada una enfermedad de 

cordero a cordero. Las ovejas adultas suelen eliminar pocos huevos 

en sus heces, insuficientes para causar un incremento de larvas en los 

pastos, aunque aseguran la permanencia de la infection en las 

praderas (Urquhart y col., 2001). 

Las larvas de Nematodirus spathiger, N battus, N. filicollis, N. helvetianus 

han sido relacionadas con brotes de nematodirosis en ovinos y bovinos, 

pero resulta mas comun encontrarlas junto con otros tricostrongflidos. 

Aunque en las necropsias se han hallado L4 de Nematodirus spathiger, 

aparentemente inhibidas en su desarrollo, parece mas probable que se 

acumulen debido a la resistencia del hospedador que por la hipobiosis 

(Urquhart y col., 2001). 
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1.3.4. Patogenia. 

En la nematodirosis, debida a la infeccion por Nematodirus spathiger, el 

principal efecto patogeno es por la action de los estadios larvarios. Tras 

la ingestion de una gran cantidad de larvas L3 se altera la mucosa 

intestinal, particularmente en el ileon, aunque la mayoria de los estadios 

se localizan en la superfitie de la mucosa. E l desarrollo de L4 a L5 se 

completa en 10 a 12 dias despues de la infeccion y coincide con graves 

danos a las vellosidades y con erosion de la mucosa, lo que supone la 

atrofia de las vellosidades. La capacidad del intestino para intercambiar 

fluidos y nutrientes se ve muy reducida y con la diarrea los corderos se 

deshidratan rapidamente. En la necropsia, la canal tiene un aspecto 

deshidratado y se aprecia enteritis en Ileon (Urquhart y col., 2001). 

1.3.5. Signos clmicos. 

En infecciones graves, la diarrea es el sintoma mas importante. Conforme 

se deshidratan, los animales estan sedientos, por lo que en los rebanos 

infectados los corderos inapetentes y con diarrea se congregan alrededor 

de los bebederos, mientras que las madres continuan alimentandose con 

normalidad, sin verse afectadas por la infeccion (Radostits y col., 1999). 

1.4. Principales formas de control. 

1.4.1. Control quimico. 

En la actualidad existen numerosos antihelminticos de amplio espectro 

que combinan una elevada eficacia contra vermes en estado adulto y 

larvario, a la vez que presentan una baja toxicidad para ovejas y bovidos. 

Sin embargo, la mayoria pertenece tan solo a tres grupos quimicos 

principales: 

• Las ivermectinas, doramectina y moxidectina, que se administran por 

via oral o parenteral a razon de 0.2 mg/Kg. 

• Los bencimidazoles (BZD), por via oral: albendazol 5 mg/Kg, febantel 

5 mg/Kg, fenbendazol 5 mg/Kg, netobimina 7.5 mg/Kg, mebendazol 

15 mg/Kg y el oxfendazol 5 mg/Kg. 
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• E l levamisol se puede administrar por via oral y parenteral a 7.5 

mg/Kg. 

El monohidrato de citrato de morantel tambien se administra en forma de 
purga en ovinos. 

La election del antihelmintico depende de numerosos factores como: 

• El precio; 

• La seguridad (incluye residuos en carne y leche y los efectos sobre el 

medio ambiente); 

• La facilidad de administration; y 

• El espectro de actividad (Radostits y col., 1999). 

1.4.1.1. Inconvenientes del control quimico. 

• Resistencia a los antihelminticos. 

El parasitismo gastrointestinal, es generalmente tratado con 

antihelminticos para tratar los casos clinicos, para lo que se exige nuevos 

tratamientos. Pero el continuo uso de drogas para combatir las verminosis 

ha llevado a la aparicion de resistencia a los antihelminticos en las 

principales regiones de cria de ovinos de America del Sur (Hidalgo, 2004). 

La resistencia a los antihelminticos se esta extendiendo en el mundo, 

constituyendo un problema que preocupa, debido a que complica cada 

vez mas el control de muchas especies de parasitos gastrointestinales en 

los rumiantes, particularmente en la ganaderia bovina. Si bien la mayor 

parte de los casos de resistencia se presentan en la especie ovina, se 

conocen actualmente reportes que informan sobre la presencia de 

resistencia en los nematodos gastrointestinales de bovinos en diferentes 

paises (Marquez, 2007). 

Algunos individuos en las poblaciones de parasitos tienen aptitud para 

evitar que las drogas los maten. S i se repiten con frecuencia los 

tratamientos con el mismo grupo quimico sobre la poblacion de parasitos 

que contenga a esos individuos, en poco tiempo predominara esa 

descendencia. Generalmente cuando en una poblacion se desarrolla la 
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resistencia a una droga, la cepa resulta resistente a todo el grupo 

quimico. Este proceso tambien puede iniciarse en un campo por el 

ingreso de cepas resistentes con animates provenientes de otros 

establecimientos (Olaechea, 2005). 

• Residuos quimicos en alimentos de origen animal 

La creciente demanda de productos de origen animal por parte de la 

poblacion humana ha dado lugar a la intensification de los sistemas de 

produccion agropecuarios, en particular la produccion ganadera. Esta 

situation ha conducido a que los animates de las explotaciones pecuarias 

se vean expuestos al incremento de enfermedades de diversa indole, lo 

que trae consigo una mayor utilization de medicamentos veterinarios 

como los antimicrobianos, los pesticidas y los antiparasitarios, cuyos 

principios activos pueden dejar residuos en los alimentos de origen 

agricola o pecuario. 

El uso de medicamentos veterinarios y agroquimicos en la produccion 

agropecuaria, ya sea con fines terapeuticos, zootecnicos, como 

promotores de crecimiento o para la protection de cultivos, expone a los 

consumidores de alimentos de origen animal a la ingestion de sustancias 

o residuos potencialmente toxicos, siendo la leche y los derivados lacteos 

los que mas contaminantes pueden llegar a contener y ocasionar 

potentiates problemas en la salud publica. 

No se fienen conocimientos sobre cuales y cuantos de estos residuos 

pueden estar presentes en los productos agropecuarios, ni los 

productores y asesores tecnicos cuentan con information suficiente para 

evitar el problema de residualidad. Tampoco se dispone de protocolos de 

diagnostico ni de information suficientes que permitan cuantificar la 

problematica con el fin de sentar las bases para su vigilancia y control 

(Marquez, 2007). 
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• Efectos ecotoxicos. 

Ciertas drogas de uso veterinario pueden modificar el funcionamiento 
normal del ecosistema afectando ciertos eslabones sensibles de la 
cadena de los animales degradadores. Esto concierne en particular a los 
coleopteros y los dipteros coprofagos, la mesofauna edafica y las 
lombrices. Su elimination parcial, aunque sea por un lapso de tiempo 
corto, puede conducir a mas que duplicar el tiempo de desaparicion del 
excremento del ganado de la superficie del suelo. La exclusion total de los 
insectos durante el primer mes que sigue al deposito del excremento del 
ganado alarga considerablemente el tiempo necesario para su 
desaparicion, tiempo que podria llegar a ser de 3 y hasta 4 anos en clima 
seco. 

No todos los productos veterinarios presentan el mismo riesgo para el 

ambiente, esto depende de la familia quimica a la cual pertenecen. 

Los benzimidazoles, asi como los imidazotiazoles (levamisol) no tienen 

efectos nocivos significativos sobre los coleopteros coprofagos, al igual 

que las salicilanilidas (niclosamida y rafoxamida). 

Por el contrario, los residuos de otros antihelminticos utilizados desde 

hace tiempo, como la fenotiazida, el coumafos, la ruelena, la piperazina y 

el diclorvos (fosfato organofosforado), tienen efectos nocivos sobre los 

insectos coprofagos como los dipteros y los escarbajos. Igualmente 

sucede con los piretroides de sintesis, como el alfa cipermetrina, la 

flumetrina y la deltametrina. 

Las endectocidas que comprende las avermectinas y mas recientemente 

la milbemicinas, que son lactonas macrociclicas tambien presentan 

efectos secundarios sobre la fauna de invertebrados que no son el bianco 

a tratar. 

Los efectos toxicos o no toxicos, sobre la fauna no bianco, de ciertas 

moleculas actualmente comercializadas son conocidos, pero para otras 

moleculas los datos son fragmentarios o inexistente (Lumaret y Martinez, 

2005). 
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1.4.1.2. El futuro de los antiparasitarios. 

El futuro de los actuates antiparasitarios no es facil de predecir. En 
realidad si lo es si se los sigue utilizando con la falta de criterio que se 
evidencia por el alarmante aumento de los reportes de resistencias 
parasitarias. En el combate contra la resistencia parasitaria se deben'a 
incluir los esfuerzos por el descubrimiento de nuevas drogas y el 
desarrollo de nuevas formas de liberation que, en sintoma con la 
fisiologia del hospedador y del parasite, apliquen el concepto de 
quimioterapia en mejores condiciones que las actuales. Puede haber 
quien piense que el descubrimiento y/o desarrollo de nuevos 
medicamentos no se justifica cuando las vacunas, mecanismos de 
combate biologico y animales resistentes a los parasites son posibilidades 
concretas de futuros desarrollos. Sin dejar de aceptar que esos 
desarrollos pueden representar poderosas herramientas en la lucha 
contra los parasites, no debemos confundirnos, faltan muchos anos para 
que alguna estrategia relacionada a ellos entre en escena con 
posibilidades de exito y, no nos cabe duda que aun en ese caso, los 
antihelminticos van a seguir jugando un rol fundamental en sanidad 
animal (Errecalde, 2004). 

Pareciera evidente que para evitar entrar a la "era post-antibiotica", no van 

a ser las prohibiciones de utilizacion la Have. Las prohibiciones no haran 

mas que reducir la productividad a niveles alarmantes en regiones del 

planeta que las necesitan elevadas, aumentar el mercado negro y las 

fabricaciones ilegales y carentes de todo control, el contrabando y la 

perdida de control sobre el flujo de antimicrobianos en el mundo, lo que, 

paradojicamente, puede impactar negativamente en los niveles de 

resistencias bacterianas. 

El uso rational de los antimicrobianos, por veterinarios bien formados en 

el tema cuando eso es posible, o por tecnicos entrenados en su uso, en 

otros casos, con instrucciones concretas para la utilizacion de productos 

farmaceuticos de elevada calidad, es la unica y clara salida para el 
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problema que nos ocupa. Para ello, se deberan destinar recursos a la 

investigation basica y aplicada, especialmente vinculada a aspectos de la 

farmacocinetica y la farmacodinamia de los antibacterianos, a la 

investigation clinica de sus efectos y, especialmente a la education y 

entrenamiento de todos aquellos involucrados en la elaboration, 

comercializacion, utilization, fiscalizacion y control de los productos 

fabricados en base a antibioticos (Errecalde, 2004). 

1.4.2. Control biologico. 

El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) define al 

control biologico como "el uso o manejo de enemigos naturales nativos, 

introducidos o geneticamente modificados (predadores, parasitos, 

parasitoides y patogenos de plagas) y otros organismos beneficos 

seleccionados (antagonistas, competidores y alelopaticos) y sus 

productos para reducir la poblaciones y los efectos de las plagas" 

(Lecuona, 1995). 

Los plaguicidas microbianos estan compuestos por bacterias, hongos, 

virus protozoarios y nematodos que presentan mayores posibilidades para 

emplearlos en el control biologico de plagas. 

La mayor parte de los microorganismos capaces de provocar 

enfermedades en los insectos no dana a otros animates o a las plantas. 

Han sido encontrados mas de 1165 microorganismos relacionados con el 

control biologico, siendo casi todos patogenos. Esto comprende 90 

especies y variedades de bacterias, 260 de virus y rickettsias, 460 de 

hongos, 255 especies de protozoarios y 100 de nematodos (Lecuona, 

1995). 

El control microbiano presenta ventajas por tener especificidad y 

selectividad para sus respectivos hospederos; posee la capacidad de 

multiplicacion, dispersion y reproduccion sobre la poblacion en la que 

actua; no tiene efectos secundarios y posee un control mas duradero; 

permite un control asociado y la aplicacion de la ingenieria genetica; no 

contamina ni es toxico y no crea resistencia sobre insectos; ademas su 
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costo de produccion es economico y se puede aplicar en forma artesanal 

y/o sofisticada. Las bacterias y los virus son de facil manejo por su relativa 

facilidad de reproduction y por ser menos dependientes de las 

condiciones ambientales como la humedad, que hacen susceptibles a los 

hongos. Las bacterias esporulantes son las mas estudiadas, incluyendo 

bacterias patogenas obligatorias. Por su capacidad de formar esporas, 

poseen alta persistencia en el ambiente, siendo altamente virulentas, con 

gran capacidad invasiva y de produccion de toxinas (Cundia, 2009). 

Existe un creciente interes por explorar el uso potential de antagonistas 

naturales de los nematodos en el control de parasitos de rumiantes. Los 

enemigos naturales de los nematodos en el suelo, pueden dividirse para 

su estudio en diferentes grupos de a cuerdo a su clasificacion taxonomica 

y comportamiento biologico con respecto a los nematodos. Dentro de 

estos podemos encontrar a un extenso grupo de hongos y bacterias, 

ademas de otros microorganismos tales como nematodos y artropodos 

nematofagos, que actuan como depredadores de nematodos e inclusive 

otros organismos como algunas plantas que producen substancias 

nematicidas y que en forma indirecta ejercen un efecto detrimental sobre 

diferentes grupos de nematodos en el suelo (Mendoza, 2000). 

En 1984 Kriey y Holt, mensionaron 5 especies de Bacillus como 

patogenos de insectos: 6. lentimorbus, B. popillae, B. sphaericus y B. 

thuringiensis con action sobre insectos di'pteros, lepidopteros y 

coleopteros (Lecuona, 1995). 

1.5. El nematicida especif ico Bacillus thuringiensis (Bt). 

Bacillus thuringiensis es una bacteria, bacilo Gram positivo, esporulador, 

aerobio facultativo, de un tamano que oscila entre 1 a 1.2 |j.m de ancho y 

de 3 a 5 (im de largo, nativo del suelo, ampliamente distribuido en el 

ambiente, perteneciente al orden Eubacteriales, familia Bacillaceae, grupo 

I del genero Bacillus. Una colonia aislada de Bt, en placa de Petri, 

muestra una morfologia circular, de color crema, con aspecto harinoso y 

textura semejante a la cera. La observacion, al microscopio optico de 
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contraste de fases, de un cuerpo paraesporal refringente durante la fase 

de esporulacion permite su diferenciacion de otras especies del genero 

Bacillus. Las esporas son ovales en position subterminal y no deforman la 

celula vegetativa. Una de las caracteristicas mas importantes de Bt es la 

de sintetizar, durante la fase estacionaria de su ciclo de crecimiento, una 

inclusion paraesporal de naturaleza proteica (ICPs) denominada inclusion 

cristalina, cristal o 5-endotoxina. La estructura de esta inclusion es el 

resultado del ensamblaje de varias unidades polipeptidicas de diferentes 

pesos moleculares, que oscilan entre 27 y 140 KDa, las cuales le dan su 

forma caracteristica (Lopez y col., 2009). 

Ciertos indicios llevan a pensar que en el antiguo Egipto se conocio la 

action insecticida de lo que probablemente fue Bt y que se uso en el 

control de plagas. Bt fue descubierto por Shigetane Ishiwata (1901), en 

Japon, quien lo aislo a partir de una larva muerta del gusano de seda 

(Bombix mori) denominandolo Bacillus soto. Su identification como 

agente entomopatogeno y su denomination, se deben a su reaislamiento 

por Berliner en el distrito de Thuringia (Alemania), a partir de larvas 

muertas de la "Palomilla de la Harina" (Ephestia kuhniella). Hacia 1936 se 

introdujo en el mercado el primer producto comercial bajo el nombre de 

Sporine, cuyo principio activo eran las esporas de Bt. 

Bt es un patogeno de insectos y su actividad es atribuida, amplia o 

completamente (dependiendo del insecto), a las ICPs y su importancia 

radica en su toxicidad contra larvas de insectos plaga de las ordenes 

Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Himenoptera, Homoptera, Ortoptera, 

Malofaga, y contra organismos como acaros, platelmintos y nematodos. 

Incluso ha mostrado actividad sobre celulas cancerigenas, leucemicas y 

contra protozoos de importancia medica como Giardia lamblia y 

Plasmodium berghei. 

Bt es la bacteria entomopatogena mas ampliamente utiiizada como 

biopesticida, sola o en combination con pesticidas quimicos, en la 

protection de especies vegetales, agricultura comercial y contra dipteros 
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vectores de enfermedades humanas (malaria, dengue, fiebre amarilla, 

filariasis). 

Bt es habitante de muchos ambientes y se han aislado cepas de suelo, 

insectos, polvo de productos almacenados, residuos, hojas y com'feras, 

tiene la capacidad de ocupar un gran numero de ecosistemas terrestres 

diferentes como desiertos, estepas, bosque humedo tropical, altas 

montanas, playas y cuevas entre muchos otros. Todas las cepas son 

buenas productoras de amilasas y proteasas, que le permiten utilizar 

materiales complejos y faciles de conseguir como fuentes de carbono y 

nitrogeno. Se han disenado medios sinteticos y semisinteticos para el 

crecimiento, production de cristales y esporulacion (Lopez y col., 2009). 

Bt tiene distribution mundial en ambientes ti'picamente terrestres y 

acuaticos, siendo tambien aislado de larvas muertas que son sus 

hospederos naturales (Prado, 1995). 

Esta bacteria presenta variedades, siendo las mas importantes: 

israelensis, kurstaki, tenebrionis, aizawa, etc. (Cabello, 2006). 

Recientes avances en biologla molecular de Bt han permitido identificar 

los genes Cry presentes en las diversas variedades (Yadav, 2007). 

En el Peru, se realizo una recoleccion de muestras de suelo, agua 

estancadas, rios y larvas de insectos, de los departamentos de Ancash, 

Lima, Trujillo, Junin, Arequipa, Moquegua y Tacna, lograndose aislar 

cepas de Bacillus thunngiensis con capacidad entomocida frente a los 

primeros estadios de Anopheles pseudopunctipennis y Culex spp (Flores 

y col., 2010). 

En Ayacucho se registro el aislamiento de Bacillus thunngiensis, 

procedentes de muestras de suelo y muestra de agua (Prado, 1995). 

Posteriormente se probo la toxicidad de Bt variedad kurstaki en larvas de 

"Polilla de la Papa" (Mujica y Chuchon, 1996). 
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1.5.1. Patogenicidad de Bacillus thuringiensis. 

La toxina Cry (toxina "llorona" o "gritona") de Bt logra su efecto formando 
poros Hticos sobre las celulas del intestino medio del insecto susceptible, 
el mecanismo es como sigue: 

• Ingestion de cristales por un insecto susceptible. 

• Las protoxinas son solubilizadas por las condiciones alcalinas del 

intestino medio del insecto en el caso de lepidopteros y dipteros. Otras 

toxinas de actividad anticoleoptera necesitan cortes por enzimas tipo 

quimiotripsinas para su solubilizacion. 

• Procesamiento proteolitico de la protoxina por proteasas del intestino 

medio. Las proteasas mayores en lepidopteros son de tipo tripsina, 

quimiotripsina y serino-proteasas; en coleopteros son cisteino y 

aspartato proteasas. Tambien se encuentran termolisinas y 

catepsinas. 

• Union de la toxina activada a receptores especificos sobre vesiculas 

de membrana de la microvellosidad apical (VMMA) de insectos 

susceptibles. Entre los receptores encontramos caderinas, 

aminopeptidasa N (APN), fosfatasa alcalina y proteinas de 210 KDa de 

VMMA. El sitio que reconoce la toxina en la proteina de union seria un 

epitope muy pequeno o un carbohidrato. La union fuerte involucra 2 

estados que bien puede ser reversible (conteniendo unicamente los 

dominios II y III y la interaccion unicamente con el carbohidrato) o 

irreversible (requiere la insertion del dominio I en la membrana apical 

y la interaccion protefna-proteina) 

• Una vez que se ha dado la insertion dentro de la membrana apical, la 

toxina se vuelve insensible a las proteasas y anticuerpos 

monoclonales e induce canales de iones o poros no especificos con 

un diametro de 1 a 2 nanometres (nm) en la membrana celular a 

manera de oligomeros que rompen ei potential de membrana y muy 

probablemente la agregacion de 5-endotoxinas influye en este 

proceso. El modelo propone que un flujo de agua, junto con iones, 

resulta en el hinchamiento celular y eventualmente lisis en presencia 
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de un ambiente altamente osmotico y de alto pH (8.8 a 9.6). 

Considerando todo este proceso la muerte del insecto se da como 

consecuencia de la destruction del intestino medio y por la septicemia 

subsiguiente a que las esporas de Bt alcanzan la hemolinfa y 

germinan en ella (Lopez y col., 2009). 

Los principales componentes del cristal son proteinas de 51 y 42 KDa; y 

se requiere de ambas para ser toxicas. Cuando el complejo espora-cristal 

es ingerido por la larva, las proteinas son solubilizadas e hidrolizadas por 

la action de una peptidasa que convierte la proteina de 42 KDa a una de 

39 KDa y la proteina de 51 KDa a una de 43 KDa, sin afectar la toxicidad. 

Los estudios revelan que el extremo amino temporal de la proteina de 51 

KDa es responsable del ligamiento al intestino medio, y su extremo 

carboxiterminal interactua con la proteina de 42 KDa formando una toxina 

binaria. Estas proteinas se unen a un receptor en el intestino medio del 

insecto mediante la action de una a -ami lasa producida por la larva. 

Las toxinas binarias y los componentes individuales permeabilizan un 

receptor libre de Vesiculas Unilaminares Fosfolipidicas Largas (VUL) y 

una Bicapa Lipidica Planar (BLP) , por un mecanismo de formacion de 

poros con grandes aberturas y largos canales; esta permeabilidad se 

logra con un pH alcalino y la presencia de acidos grasos rompiendo las 

membranas de las celulas epiteliales del mesenteron hacia la hemolinfa, 

subiendo el pH y paralizando a las larvas. Luego de 2 a 5 h de la ingestion 

del cristal o protoxina, las celulas presentan vacuolas y mitocondrias 

agrandadas y finalmente se desprenden de la membrana de apoyo; cesan 

su alimentation y la muerte se produce entre los 2 a 7 dias posteriores, 

dependiendo de la susceptibilidad a la bacteria y la edad de la larva 

(Cundia, 2009). 

Ademas de las proteinas Cry de Bacillus thuringiensis, tambien existen 

otros tipos de factores de virulencia, incluyendo exotoxinas ( a , |3), 

quitinasa, y fosfolipasas. El estadi'o L3, de nematodos tiene una cuticula 

externa, la cual puede ser afectada por estas enzimas. E l modo de action 
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de Bacillus thuringiensis sobre los nematodos no es claro; 

presumiblemente causan dano citologico en celulas del intestino medio 

del nematodo parasito (Lopez y col., 2006). 

La actividad de las toxinas sobre los nematodos, es una situation muy 

diferente, desde que los nematodos carecen de cavidad oral; para las 

instancias del tercer estadio larval. Probablemente los receptores de 

membrana de la cuticula de L3 o la membrana externa del huevo, pueden 

estar involucrados en la actividad nematicida. 

Las investigaciones revelan que se altera la permeabilidad de la 

membrana de huevos de nematodos luego de ser expuestos a las toxinas 

de Bacillus thuringiensis y esto sugiere la probabilidad de que la toxina 

induce a unos cambios osmoticos en la membrana externa del huevo, 

modificando el intercambio ionico y finalmente causa la muerte del huevo 

(Lopez y col., 2002). 

1.5.2. Efecto biolarvicida sobre larvas de nematodos 

gastrointestinales. 

A fines de la decada de 1980, se reporta actividad toxica contra 

nematodos de diferentes especies, abriendose nuevas expectativas en el 

control de parasitos en animales, plantas y el ser humano (Lopez y col., 

2002). 

Ya en la decada de 1990, se reportan dos aislamientos de Bt con una 

fuerte actividad contra nematodos parasitos en animales, estos reportes 

son de un grupo de investigadores en San Diego, California (EUA). En la 

segunda mitad de la decada del 90, un grupo de investigadores de la 

Universidad Agraria de Huazhong en China, reiniciaron la llnea de 

investigacion, demostrando la accion toxica contra Haemonchus contortus 

(huevos y larvas), con posibilidad de ser usados en animales como un 

agente biocontrolador. Mas recientemente los resultados fueron 

excelentes en el control del estado adulto de Haemonchus contortus, 

despues de ser administrado en cabras (Lopez y col., 2002). 
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Actualmente organizaciones como el Instituto Nacional de Investigaciones 

Forestales, Agrlcolas y Pecuarias (INIFAP) y el Centra Nacional de 

Investigaciones Disciplinarias en Parasitologia Veterinaria (Cenid-Pavet) 

Mexico, estan realizando estudios sobre actividad nematicida de las 

toxinas del Bt. contra Haemonchus contortus, de forma experimental en 

jerbos y ovinos bajo condiciones contraladas, mediante la aplicacion 

intramuscular, con reduction de la carga parasitaria de 73 a 80% de 

efectividad (Lopez y col., 2006). 
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CAPITULO It 

MATERIALES Y METODOS 

2.1. Lugar y duracion del trabajo. 

El presente trabajo se realizo en el Laboratorio de Parasitologia de la 

E .F .P . de Medicina Veterinaria y el Laboratorio de Biotecnologla de la 

E .F .P . de Biologia de la Universidad Nacional de San Cristobal de 

Huamanga, departamento de Ayacucho, a una altitud de 2764 m.s.n.m. 

El trabajo de investigation se condujo durante los meses de enero a 

diciembre del ano 2011. 

2.2. Procedimiento o metodologia. 

2.2.1. Infection experimental de un ovino joven. 

Se tomaron muestras de aproximadamente 30 g de heces del recto de 

ovinos en bolsas de polietileno luego de que estos animales fueran 

beneficiados en el Centro de Beneficio de Quicapata. 

Inmediatamente despues, las muestras fueron transportadas al 

Laboratorio de Parasitologia de la E .F .P . de Medicina Veterinaria, para 

diferenciar los huevos de Nematodirus spathiger (150 - 212 ^m x 75 -

108 urn) de otros huevos de tricostrongilos, utilizando cuadros de ayuda 

para la deteccion coprologica de huevos de los helmintos mas comunes 

(Kassai, 2002). 

Luego se procedio al aislamiento de los huevos de Nematodirus 
spathiger, mediante el uso de dos tamices, colocados uno debajo del otro, 
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el de arriba permitio retener las particulas grandes, mientras que el tamiz 

inferior de 53 urn de abertura permitio retener los huevos del nematodo y 

fue vertido en un recipiente hasta sedimentar y posteriormente eliminar el 

sobrenadante. 

El material sedimentado se transfirio a recipientes de polietileno y se 

incubo por dos meses a temperatura ambiente, hasta la obtencion de 

Larvas L3 infectivas de Nematodims spathiger. Transcurrido este tiempo 

el cultivo del nematodo se coloco en el aparato de Baerman (Herrera y 

col., 2004) para liberar las larvas L3 infectivas. Estas larvas fueron 

administradas via oral a un ovino joven previamente desparasitado (20 

dias previos). 

Posteriormente, para la obtencion de huevos y larvas L3 infectivas de 

Nematodims spathiger se tomaron muestras de heces a partir del recto 

del ovino infectado experimentalmente. 

Figura N° 2.1: Inoculacion con Larvas L3 Infectivas de Nematodims 

spathiger a un ovino joven. 

2.2.2. Obtencion de huevos de Nematodims spathiger. 

Se inicio colectando heces frescas del recto del ovino previamente 

infectado con el nematodo. Las muestras colectadas de aproximadamente 

400 g. se conservaron a 4°C hasta su empleo, para luego ser 

29 



homogenizadas con la adicion de agua destilada en un mortero y 

depositarse en recipientes de polietileno de 9 litros de capacidad. 

La suspension obtenida en los recipientes se filtro a traves de un tamiz, 

para retener las particulas grandes, dejandose sedimentar por 10 min 

para luego eliminar el sobrenadante. 

Al sedimento obtenido se le adiciono un volumen similar de solution 

saturada de aziicar (1280 g de azucar rubia en 1000 ml de agua 

destilada). Esta suspension se deposito con cuidado para evitar las 

burbujas en un recipiente de polietileno de 1000 ml con forma cilindrica, 

colocandose una lamina de polietileno flexible en contacto con la 

suspension durante 30 min, permitiendo que los huevos del nematodo se 

dirijan hacia arriba y se adhieran a la pared superior de la lamina flexible. 

Transcurrido este periodo, la lamina flexible conteniendo los huevos se 

retiro y coloco en position vertical en otro recipiente de polietileno para 

ser lavado con agua destilada, que permitio separar los huevos de la 

lamina, que finalmente continuan en suspension. La suspension final se 

conservo hasta su empleo a 4°C (adaptado de Lopez y col., 2002 y; 

Leguia y Casas, 1999). 

Figura N° 2.2: Huevos de Nematodirus spathiger en la suspension 

final (10X izquierda y 40X derecha). 
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2.2.3. Obtencion de larvas L3 infectivas de Nematodirus spathiger. 

Se inicio colectando heces frescas del recto del ovino previamente 
infectado con el nematodo. Las muestras colectadas de 400 g se 
homogenizaron con una adecuada cantidad de agua en un mortero, para 
luego ser macerada uniformemente hasta su fluidificacion y depositadas 
en recipientes de polietileno de 9 litros de capacidad. 

La suspension se paso a traves de una malla, para retener las particulas 

grandes, debido a que la larva infectiva de Nematodirus spathiger se 

desarrolla dentro del huevo, no requiriendo por lo tanto del contenido de 

las heces para alimentarse. 

Al obtener la suspension se dejo sedimentar eliminandose el 

sobrenadante, mientras que el sedimento se transfirio a recipientes de 

polietileno con forma cuadrangular para su incubation a temperatura 

ambiente hasta su empleo. 

Figura N° 2.3: Incubacion de los huevos de Nematodirus spathiger en 

la suspension en recipientes de polietileno a temperatura ambiente. 

Para poder colectar las larvas infectivas del nematodo, se dejo secar a 

temperatura ambiente y hasta la elimination del exceso de humedad. 

Luego procediendose a realizar una modification del Metodo de Baerman, 

es decir la Migration larvaria (Herrera y col., 2004), colocandose el 
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material de cultivo envuelto en gasas de algodon y sumergido bajo la 

superficie del agua tibia. 

Figura N° 2.4: Modificacion del Metodo de Baerman (migracion 

larvaria) para coiectar larvas L3 infectivas de Nematodirus spathiger. 

Se dejo reposar por un tiempo de 24 h y luego se colectaron las larvas 

infectivas de Nematodirus spathiger (adaptado de Legui'a y Casas, 1999). 

Figura N° 2.5: Larva L3 infectiva de Nematodirus spathiger colectada. 
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2.2.4. Obtencion del extracto proteico total de Bacillus thunngiensis. 

Para la evaluacion del efecto letal in vitro de Bacillus thunngiensis sobre 
huevos y larvas (L3) infectivas de Nematodirus spathiger, se uso 5 
variedades de esta bacteria pertenecientes al cepario del Laboratorio de 
Microbiologia Ambiental y Biotecnologia de la Universidad Nacional 
Mayor de San Marcos (UNMSM). 

-Bacillus thunngiensis variedad kurstaki {HDA). 

-Bacillus thunngiensis variedad israeliensis (WHO-2013-9). 

-Bacillus thunngiensis variedad israeliensis (HD-500). 

-Bacillus thunngiensis variedad thompsoni (HD-542). 

-Bacillus thunngiensis variedad neoleonensis (T-24-001). 

Se reactivaron las variedades inoculando 3 asadas del cultivo bacteriano 

en 100 ml de Caldo Luria Bertani (LB), se incubo por 72 h a 30°C en una 

incubadora de agitacion orbital (80 rpm), hasta la formation de cristales y 

esporas a las 72 h. 

Luego se sembro una asada a 2 placas de Petri conteniendo Agar Luria 

Bertani (LB), las cuales fueron incubadas por 24 h a 30°C. 

Figura N° 2.6: Siembra de Bacillus thunngiensis en Agar Luria 

Bertani (LB). 
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Luego se inoculo a 200 ml de Caldo suplementado con leche 

peptonizada, incubandose por 72 h a 30°C en una incubadora de 

agitation orbital (130 rpm), hasta que se produzca la autolisis. 

Figura N° 2.7: Incubacion con agitacion orbital (130 rpm) de Bacillus 

thuringiensis en caldo suplementado con leche peptonizada. 

Una vez autolizado el cultivo, se centrifugo a 3,000 rpm y se lavo el 

sedimento bacteriano 3 veces con agua destilada, para al final 

resuspender la pastilla en Solution de Buffer Fosfato (PBS) 0.01 M, con 

un pH de 8.0., obteniendose 35 ml de suspension conteniendo esporas y 

cristales parasporales. 

Con el objetivo de verificar la inhibition de actividad de proteasas se 

anadio 1 |xl de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (1mM) por cada ml de la 

suspension conteniendo esporas y cristales parasporales. 

Las muestras fueron solubilizadas por adicion de 1 \i\ de 2-mercaptc— 

etanol (10 mM) por cada ml de la suspension, con el objetivo de separar 

las cadenas polipeptidicas unidas por puentes disulfuro, incubandose a 

37°C por 4 h, para luego ser centrifugadas a 10,000 rpm, durante 40 min a 

4°C. 
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Figura N° 2.8: Adicion de reactivos y centrifugado de ia suspension 

hasta la obtencion del sobrenadante conteniendo las protemas. 

El sobrenadante conteniendo las protemas fue procesado por el Metodo 

de Biuret, para poder determinar su concentracion (adaptado de Lopez y 

col., 2002). 

2.2.5. Conteo de los nematodos. 

La determination del numero total de huevos y larvas de Nematodirus 

spathiger se realizo mediante la observation al microscopio de un 

volumen de 1.2 ml de la suspension tanto de huevos como de larvas 

(adaptado de Lopez y col., 2002). 

2.2.6. Efecto ovicida y larvicida in vitro de Bacillus thuringiensis. 

En una placa de Petri de 6 cm de diametro se depositaron 1.2 ml de una 

suspension que contiene 100% huevos o larvas de Nematodirus spathiger 

seguidas de 1.2 ml de la muestra de proteina purificada de Bacillus 

thuringiensis obtenida. 

Se realizaron 10 repeticiones y adicionalmente 10 placas de Petri 

conteniendo solo huevos y larvas para el control o testigo. 
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Figura N° 2.9: Placas de Petri con 1.2 ml de suspension de huevos o 

larvas de Nematodirus spathiger mas 1.2 ml de muestra de proteina 

purificada de Bacillus ihuringiensis. 

Las placas de Petri con los preparados se incubaron a 24, 48 y 72 h a 

25°C. 

La observacion se realizo bajo un microscopio usando el objetivo 4X, 

documentandose el numero de huevos y larvas afectadas por las toxinas 

de Bacillus ihuringiensis. 

Figura N° 2.10: Observacion al microscopio y conteo de huevos y 

larvas afectadas por las toxinas de Bacillus ihuringiensis. 
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Para diferenciar huevos de Nematodirus spathiger pertenecientes al grupo 

control, de los huevos expuestos al extracto proteico total de Bacillus 

thunngiensis, se considero el normal desarrollo embrionario dentro de los 

huevos, a diferencia de los huevos expuestos al extracto proteico total 

donde se detiene el desarrollo embrionario despues de iniciado (Anexos 

N° 27, 28 y 29). 

Para diferenciar las larvas L3 infectivas de Nematodirus spathiger 

pertenecientes al grupo control, de las larvas L3 infectivas expuestas al 

extracto proteico total de Bacillus thunngiensis, se considero a las larvas 

L3 en movimiento, a diferencia de las larvas L3 infectivas expuestas al 

extracto proteico total donde se mantienen inmoviles, casi en position de 

linea recta (Anexos N° 30 y 31). 

E l porcentaje de eficiencia antihelmintica de la toxina del Bacillus 

thuringiensis se estimo usando la siguiente formula. 

% eficiencia antihelmintica = f% A - % B) x 100 

100 - % B 

% A: mortalidad tratamiento. 

% B: mortalidad testigo registrado de huevos y larvas. 

(adaptado de Lopez y col., 2002; Lecuona, 1995 ;y Cundia, 2009). 

2.2.7. Analisis estadistico. 

Se empleo el Diseno Completamente Randomizado (DCR), con 5 

tratamientos, 10 repeticiones (una placa de Petri por repetition) y tambien 

un grupo control, analizandose estadisticamente la actividad nematicida 

mediante el Analisis de Varianza (ANVA). La comparacion de promedios 

de actividad nematicida fue mediante la Prueba de Tukey (P<0.05). 

Mediante Regresion Lineal se evaluo la relacion funcional entre la 

concentracion del extracto proteico total de Bacillus thuringiensis y la 

actividad nematicida. 
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CAPITULO III 

RESULTADOS Y DISCUSIONES 

3.1. Concentracion proteica de las cinco variedades de Bacillus 

ihuringiensis. 

TABLA N° 3.1: VALORES DE ABSORYANCIA Y CONCENTRACION 

(mg/ml) OBTENIDOS MEDIANTE LA CURVA DE CALIBRACION CON 

OVOALBUMINA 

Tubo de prueba Absorvancia Concentracion 
(mg/ml) 

Blanco (agua destilada) 0 0.000 

Dilution 1 0.142 2.000 

Dilution 2 0.179 4.000 

Dilution 3 0.308 6.000 

Dilution 4 0.401 8.000 

Dilution 5 0.552 10.000 

Sobrenadantes Absorvancia Concentracion 
(mg/ml) 

BT HD-1 0.266 5.042 

BT HD-542 0.168 3.172 

BT HD-500 0.160 3.019 

BTWHO-2013-9 0.163 3.076 

BT T-24-001 0.120 2.256 
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GRAFICO N° 3.1: Curva de calibration con ovoalbumina y la 

concentracion (mg/ml) de las variedades de Bacillus thuringiensis. 

3.2. Conteo de los nematodos. 

El numero total de huevos en promedio fue de 42 huevos en 1.2 ml de 

suspension y 136 larvas L3 infectivas en 1.2 ml de suspension. 

TABLA N° 3.2: CONTEO PROMEDIO DE HUEVOS Y LARVAS L3 

INFECTIVAS DE Nematodirus spathiger 

ESTADIO VOLUMEN (ml) CONTEO 
PROMEDIO 

Suspension de Larvas (L3) infectivas 1.2 136 

Suspension de Huevos 1.2 42 
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3.3. Efecto ovicida y larvicida in vitro de Bacillus thuringiensis. 

Los analisis de actividad letal se realizaron a las 24, 48 y 72 horas de 
iniciado el enfrentamiento de los huevos y larvas L3 infectivas frente al 
extracto proteico total de Bacillus thuringiensis (Anexo N° 24, 25 y 26). 

Los resultados del presente trabajo de investigacion, exponen claramente 

que el extracto proteico de las cinco variedades de Bacillus thuringiensis 

presenta actividad nematicida in vitro frente a los huevos y larvas L3 

infectivas de Nematodirus spathiger que coincide en gran medida con 

trabajos realizados con Bacillus thuringiensis sobre insectos plaga (Flores 

y col., 2010; Mujica y Chuchon, 1996; y Cundia, 2009). 

Con respecto al mecanismo de accion de las toxinas de Bacillus 

thuringiensis sobre los nematodos (Lopez y col., 2002), el mecanismo de 

accion difiere al presentado sobre insectos plaga, partiendo que los 

nematodos carecen de cavidad oral para las instancias del tercer estadio 

larval. Probablemente los receptores de membrana de la cuticula de la 

larva L3 infectiva o la membrana externa del huevo, puedan estar 

involucrados en la actividad nematicida. Tambien refieren que se altera la 

permeabilidad de la membrana de los huevos de nematodos luego de ser 

expuestos a las toxinas de Bacillus thuringiensis, y esto sugiere la 

probabilidad de que la toxina induce a unos cambios osmoticos en la 

membrana externa del huevo, modificando el intercambio ionico y 

finalmente causa la muerte del huevo. 

3.3.1. Efecto ovicida in vitro de Bacillus thuringiensis. 

Los huevos de Nematodirus spathiger muertos durante el enfrentamiento 

con el extracto proteico total de Bacillus thuringiensis, se observaron con 

el desarrollo embrionario detenido despues de haberse iniciado (Lopez y 

col., 2002), cuando reportan el desarrollo embrionario detenido de huevos 

de Haemonchus contortus expuestos a las toxinas de Bacillus 

thuringiensis tripsinizadas y solubilizadas. 

Las tablas nos muestran la mortalidad obtenida de los huevos frente al 
extracto proteico total de Bacillus thuringiensis, a las 24, 48 y 72 horas. 
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TABLA N° 3.3: MORTALIDAD DE HUEVOS DE Nematodirus spathiger 

EN E L GRUPO CONTROL. 

Grupo Control (Huevos) 
Horas 

Repeticiones 24 48 72 
1 0 2 2 

2 0 0 1 

3 0 1 1 

4 0 0 0 

5 2 2 2 

6 0 0 0 

7 1 1 2 

8 0 0 0 

9 2 2 2 

10 1 1 1 

Promedio 0.6 0.9 1.1 
Mortalidad (%) 1.4 2.1 2.6 

n = 42 
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3.3.1.1. Mortalidad de Huevos de Nematodirus spathiger frente 

al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis variedad kurstaki 

HD-1. 

TABLA N° 3.4: MORTALIDAD DE HUEVOS DE Nematodirus spathiger 

FRENTE AL EXTRACTO PROTEICO TOTAL DE Bacillus thuringiensis 
VARIEDAD kurstaki HD-1. 

Huevos Frente a BT HD-1 
Horas 

Repeticiones 24 48 72 
1 11 14 21 
2 8 12 22 
3 10 13 17 
4 7 9 13 
5 10 13 23 
6 12 13 21 
7 8 11 18 
8 10 13 22 
9 12 16 19 
10 11 14 18 

Promedio 9.9 12.8 19.4 
Mortalidad Absoluta (%) 23.6 30.5 46.2 
Mortalidad Corregida (%) 22.5 29.0 44.7 

n = 42 

Huevos Frente a BT HD-1 
50.0 

12 24 36 48 60 72 
Horas 

GRAFICO N° 3.2: Mortalidad de huevos de Nematodirus spathiger 

frente al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis variedad 

kurstaki HD-1. 
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Los resultados de las Tablas N° 3.4 y 3.9 sobre la actividad ovicida del 

extracto proteico total de la variedad Bt kurstaki HD-1, muestran que esta 

variedad presenta una mortalidad corregida de huevos de Nematodirus 

spathiger de 22.5 % a las 24 h, incrementandose esta mortalidad hasta 29 

y 4 4 . 7 % a las 48 y 72 h respectivamente. La actividad ovicida de esta 

variedad es la de mayor efectividad de las cinco variedades en estudio; 

hallandose diferencias estadisticas significativas de la variedad Bt kurstaki 

HD-1 sobre las variedades Bt variedad thompsoni (HD-542), Bt variedad 

neoleonensis (T-24-001), Bt variedad israeliensis (WHO-2013-9), Bt 

variedad israeliensis (HD-500) y tambien sobre el grupo control (Cuadros 

estadisticos N° 3.1, 3.2 y 3.3). Estos resultados no presentan similitud con 

otros resultados obtenidos (Lopez y col., 2002) cuando reportan actividad 

ovicida de hasta 98 y 99 % a las 24 y 48 h respectivamente, con toxinas 

de Bacillus thuringiensis tripsinizadas y solubilizadas sobre huevos de 

Haemonchus contortus. 
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3.3.1.2. Mortalidad de Huevos de Nematodirus spathiger frente 

al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis variedad 

thompsoni HD-542 

TABLA N° 3.5: MORTALIDAD DE HUEVOS DE Nematodirus spathiger 

FRENTE AL EXTRACTO PROTEICO TOTAL DE Bacillus thuringiensis 

VARIEDAD thompsoni HD-542 

Huevos Frente a BT HD-542 
Horas 

Repeticiones 24 48 72 
1 8 10 13 
2 4 10 11 
3 5 11 12 
4 4 13 13 
5 7 8 10 
6 3 12 13 
7 7 12 17 
8 5 14 16 
9 4 10 11 

10 7 14 15 
Promedio 5.4 11.4 13.1 

Mortalidad Absoluta (%) 12.9 27.1 31.2 
Mortalidad Corregida (%) 11.6 25.5 29.3 

n = 42 

Huevos Frente a BT HD-542 
35.0 
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GRAFICO N° 3.3: Mortalidad de huevos de Nematodirus spathiger 

frente al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis variedad 

thompsoni HD-542. 
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Los resultados de las Tabla N° 3.5 y 3.9 sobre la actividad ovicida del 

extracto proteico total de la variedad Bt thompsoni HD-542, muestran que 

se presenta una mortalidad corregida de huevos de Nematodirus 

spathiger de 11.6 % a las 24 h, 25.5 % a las 48 h y 29.3 % a las 72 h. La 

actividad ovicida presentada por esta variedad es la segunda en 

efectividad despues de Bt variedad kurstaki HD-1 con diferencia 

estadrstica significativa. Tambien se hallo diferencias estadisticas 

significativas de la variedad Bt thompsoni HD-542 sobre Bt variedad 

israeliensis (WHO-2013-9), Bt variedad israeliensis (HD-500), Bt variedad 

neoleonensis (T-24-001) y el grupo control (Cuadros estadisticos N° 3.1, 

3.2 y 3.3). 

Estos resultados son inferiores a los obtenidos por la variedad Bt kurstaki 

HD-1 y distan mucho de otros resultados obtenidos (Lopez y col., 2002) 

cuando reportan actividad ovicida de hasta 98 y 99 % a las 24 y 48 h 

respectivamente, con toxinas de Bacillus thuringiensis tripsinizadas y 

solubilizadas sobre huevos de Haemonchus contortus. 
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3.3.1.3. Mortaiidad de Huevos de Nematodirus spathiger frente 

al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis variedad 

neoleonensis T-24-001 

TABLA N° 3.6: MORTALIDAD DE HUEVOS DE Nematodirus spathiger 

FRENTE AL EXTRACTO PROTEICO TOTAL DE Bacillus thuringiensis 

VARIEDAD neoleonensis T-24-001 

Huevos Frente a BT T-24-001 
Horas 

Repeticiones 24 48 72 
1 2 4 7 
2 2 7 8 
3 1 3 7 
4 4 7 12 
5 4 8 10 
6 4 8 11 
7 2 5 8 
8 3 6 9 
9 3 7 9 
10 3 5 10 

Promedio 2.8 6 9.1 
Mortaiidad Absoluta (%) 6.7 14.3 21.7 
Mortaiidad Corregida (%) 5.3 12.4 19.6 

n = 42 
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GRAFICO N° 3.4: Mortaiidad de huevos de Nematodirus spathiger 

frente al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis variedad 

neoleonensis T-24-001 
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Los resultados de las Tablas N° 3.6 y 3.9 sobre la actividad ovicida del 

extracto proteico total de Bt variedad neoleonensis (T-24-001), muestran 

que se presenta menor mortalidad de huevos de Nematodirus spathiger, 

en comparacion a Bt variedad kurstaki (HD-1) y Bt variedad thompsoni 

(HD-542) con diferencia estadistica significativa, siendo la mortalidad 

corregida de 5.3 % a las 24 h, 12.4 % a las 48 h y 19.6 % a las 72 h. La 

actividad ovicida de esta variedad no presenta diferencia estadistica 

significativa sobre Bt variedad israeliensis (WHO-2013-9) a las 24 h, pero 

significativa a las 48 y 72 h, mientras que sobre Bt variedad israeliensis 

(HD-500) presenta diferencia estadistica significativa a las 24 h y 72 h, 

pero no significativa a las 48 h. Por ultimo Bt variedad neoleonensis (T-24-

001) presenta diferencia estadistica significativa a las 24, 48 y 72 h sobre 

el grupo control (Cuadros estadisticos N° 3.1, 3.2 y 3.3). 

Estos resultados son inferiores a los obtenidos por la variedad Bt kurstaki 

HD-1 y Bt variedad thompsoni (HD-542), distando mucho de otros 

resultados obtenidos (Lopez y col., 2002) cuando reportan actividad 

ovicida de hasta 98 y 99 % a las 24 y 48 h respectivamente, con toxinas 

de Bacillus thuringiensis tripsinizadas y solubilizadas sobre huevos de 

Haemonchus contortus. 

47 



3.3.1.4. Mortalidad de Huevos de Nematodirus spathiger frente 

al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis variedad 

israelensis HD-500 

TABLA N° 3.7: MORTALIDAD DE HUEVOS DE Nematodirus spathiger 

FRENTE AL EXTRACTO PROTEICO TOTAL DE Bacillus thuringiensis 

VARIEDAD israelensis HD-500 

Huevos Frente a BT HD-500 
Horas 

Repeticiones 24 48 72 
1 2 . 6 10 
2 2 6 9 
3 2 7 7 
4 1 7 8 
5 2 4 6 
6 4 6 6 
7 3 8 9 
8 2 6 9 
9 1 5 7 
10 2 8 9 

Promedio 2.1 6.3 8 
Mortalidad Absoluta (%) 5.0 15.0 19.0 
Mortalidad Corregida (%) 3.6 13.1 16.9 

n =42 

Huevos Frente a BT HD-500 
20.0 i 

12 24 36 48 60 72 
Horas 

GRAFICO N° 3.5: Mortalidad de huevos de Nematodirus spathiger 

frente al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis variedad 

israelensis HD-500 
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Los resultados de las Tabla N° 3.7 y 3.9 sobre la actividad ovicida del 

extracto proteico total de Bt variedad israeliensis (HD-500), muestran 

menor mortalidad corregida de huevos de Nematodirus spathiger, en 

comparacion a Bt variedad kurstaki (HD-1) y Bt variedad thompsoni (HD-

542) con diferencia estadistica significativa, siendo la mortalidad corregida 

de 3.6 % a las 24 h, 13.1 % a las 48 h y 16.9 % a las 72 h. La actividad 

ovicida de esta variedad no presenta diferencia estadistica significativa 

con Bt variedad israeliensis (WHO-2013-9) a las 24 h, pero significativa a 

las 48 y 72 h, mientras que con Bt variedad neoleonensis (T-24-001) 

presenta diferencia estadistica. significativa a las 24 h y 72 h, pero no 

significativa a las 48 h. Por ultimo Bt variedad israeliensis (HD-500) 

presenta diferencia estadistica significativa a las 24, 48 y 72 h sobre el 

grupo control (Cuadros estadisticos N° 3.1, 3.2 y 3.3). 

Estos resultados son inferiores a los obtenidos por la variedad Bt kurstaki 

HD-1 y Bt variedad thompsoni (HD-542), distando mucho de otros 

resultados obtenidos (Lopez y col., 2002) cuando reportan actividad 

ovicida de hasta 98 y 99 % a las 24 y 48 h respectivamente, con toxinas 

de Bacillus thuringiensis tripsinizadas y solubilizadas sobre huevos de 

Haemonchus contortus. 
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3.3.1.5. Mortalidad de Huevos de Nematodirus spathiger frente 

al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis variedad 

israelensis WHO-2013-9 

TABLA N° 3.8: MORTALIDAD DE HUEVOS DE Nematodirus spathiger 

FRENTE AL EXTRACTO PROTEICO TOTAL DE Bacillus thuringiensis 

VARIEDAD israelensis WHO-2013-9 

Huevos Frente a WHO-2013-9 
Horas 

Repeticiones 24 48 72 
1 2 7 8 
2 4 5 5 
3 2 4 5 
4 2 5 6 
5 3 4 6 
6 2 4 4 
7 1 4 4 
8 2 5 6 
9 2 5 5 
10 4 5 8 

Promedio 2.4 4.8 5.7 
Mortalidad Absoluta (%) 5.7 11.4 13.6 
Mortalidad Corregida (%) 4.3 9.5 11.2 

n =42 

Huevos Frente a BT WHO-2013-9 

2? 
0.0 1 

12 24 36 48 60 72 
Horas 

GRAFICO N° 3.6: Mortalidad de huevos de Nematodirus spathiger 

frente al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis variedad 

israelensis WHO-2013-9 
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Los resultados de las Tabla N° 3.8 y 3.9 sobre la actividad ovicida del 

extracto proteico total de Bt variedad israeliensis (WHO-2013-9), muestra 

menor mortalidad corregida de huevos de Nematodirus spathiger en 

comparacion a las variedades Bt variedad kurstaki (HD-1) y Bt variedad 

thompsoni (HD-542) con diferencia estadistica significativa, siendo la 

mortalidad corregida de 4.3 % a las 24 h, 9.5 % a las 48 h y 11.2 % a las 

72 h. La actividad ovicida de esta variedad es inferior a Bt variedad 

israeliensis (HD-500) y Bt variedad neoleonensis (T-24-001) con 

diferencia estadistica significativa a las 48 y 72 h, pero no significativa a 

las 24 h. Por ultimo presenta diferencia estadistica significativa a las 24, 

48 y 72 h sobre el grupo control (Cuadros estadisticos N° 3.1 , 3.2 y 3.3). 

Estos resultados son inferiores a los obtenidos por la variedad Bt kurstaki 

HD-1 y Bt variedad thompsoni (HD-542), distando mucho de otros 

resultados obtenidos (Lopez y col., 2002) cuando reportan actividad 

ovicida de hasta 98 y 99 % a las 24 y 48 h respectivamente, con toxinas 

de Bacillus thuringiensis tripsinizadas y solubilizadas sobre huevos de 

Haemonchus contortus. 

TABLA N° 3.9: PORCENTAJE DE MORTALIDAD CORREGIDA DE 

HUEVOS DE Nematodirus spathiger FRENTE AL EXTRACTO 

PROTEICO TOTAL DE LAS VARIEDADES DE Bacillus thuringiensis. 

MORTALIDAD CORREGIDA (%) 

VARIEDAD 24 horas 48 horas 72 horas 

HD-1 22.5 29.0 44.7 

HD-542 11.6 25.5 29.3 

T-24-001 5.3 12.4 19.6 

HD-500 3.6 13.1 16.9 

WHO-2013-9 4.3 9.5 11.2 

PROMEDIO 9.5 17.9 24.4 
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Actividadad Ovicida 

0 1 : 
12 24 36 48 60 72 

Horas 
^ B T HD-1 - O - B T HD-542 ̂ > -BT HD-500-W-BT WHO-2013-9 - * * - B T T-24-001 

GRAFICO N° 3.7: Comparacion del porcentaje de mortaiidad de 

huevos de Nematodirus spathiger frente al extracto proteico total de 

las variedades de Bacillus thuringiensis. 
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CUADRO ESTADISTICO N° 3.1 

ANALISIS PARA E L ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD OVICIDA DEL 
EXTRACTO PROTEICO TOTAL DE Bacillus thuringiensis A LAS 24 

HORAS DE EXPOSICION. 

ANVA Efecto Ovicida 24 horas 

FT 
FUENTE DE VARIACI6N GL SC CM FC 0.05 0.01 Nv Sig 
Entre Tratamientos 5 558.333 111.667 71.277 2.394 3.391 ** 

Dentro de tratamientos 54 84.600 1.567 
Total 59 642.933 

CV 32.371 

F. V. Fuente de Variacion 
G. L. Grados de Libertad 
S.C. Suma de Cuadrados 
C M . Cuadrado Medio 
FC Estadi'stico de Prueba 
FT Prueba de significancia 
* * Altamente significativo (a 0.05, a 0.01) 

* Significativo {a 0.05) 
N.S. No significativo 

PRUEBA DE TUKEY (P<0.05) PARA LA COMPARACION DE 
PROMEDIOS DE ACTIVIDAD OVICIDA DEL EXTRACTO PROTEICO 

TOTAL DE Bacillus thuringiensis A LAS 24 HORAS DE EXPOSICION. 

Tratamiento Promedios 

HD-1 22.5 a 
HD-542 11.6 b 
T-24-001 5.3 c 
WHO-2013-9 4.3 c d 
HD-500 3.6 d 
Control 0.0 e 
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CUADRO ESTADISTICO N° 3.2 

ANALISIS PARA E L ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD OVICIDA DEL 
EXTRACTO PROTEICO TOTAL DE Bacillus thuringiensis A LAS 48 

HORAS DE EXPOSICION. 

ANVA Efecto Ovicida 48 horas 

FT 
FUENTE DE VARIACION GL SC CM FC 0.05 0.01 NvSig 
Entre Tratamientos 5 965.333 193.067 86.448 2.394 3.391 ** 

Dentro de tratamientos 54 120.600 2.233 
Total 59 1085.933 
CV 21.248 

F. V. Fuente de Variacion 
G. L. Grados de Libertad 
S.C. Suma de Cuadrados 
C M . Cuadrado Medio 
FC Estadistico de Prueba 
FT Prueba de significancia 
* * Altamente significativo (a 0.05, a 0.01) 

* Significativo (a 0.05) 
N.S. No significativo 

PRUEBA DE TUKEY (P<0.05) PARA LA COMPARACION DE 
PROMEDIOS DE ACTIVIDAD OVICIDA DEL EXTRACTO PROTEICO 

TOTAL DE Bacillus thuringiensis A LAS 48 HORAS DE EXPOSICION. 

Tratamiento Promedios 

HD-1 29.0 a 
HD-542 25.5 b 
HD-500 13.1 c 
T-24-001 12.4 c 
WHO-2013-9 9.5 d 
Control 0.0 e 
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CUADRO ESTADISTICO N° 3.3 

ANALISIS PARA E L ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD OVICIDA DEL 
EXTRACTO PROTEICO TOTAL DE Bacillus thuringiensis A LAS 72 

HORAS DE EXPOSICION. 

ANVA Efecto Ovicida 72 horas 

FT 
FUENTE DE VARIACION GL SC CM FC 0.05 0.01 Nv Sig 
Entre Tratamientos 5 1983.200 396.640 108.613 2.394 3.391 ** 
Dentro de tratamientos 54 197.200 3.652 
Total 59 2180.400 
CV 20.330 

F. V. Fuente de Variacion 
G. L. Grados de Libertad 
S.C. Suma de Cuadrados 
C M . Cuadrado Medio 
FC Estadfstico de Prueba 
FT Prueba de significancia 
* * Altamente significativo (a 0.05, a 0.01) 

* Significativo {a 0.05) 
N.S. No significativo 

PRUEBA DE TUKEY (P<0.05) PARA LA COMPARACION DE 
PROMEDIOS DE ACTIVIDAD OVICIDA DEL EXTRACTO PROTEICO 

TOTAL DE Bacillus thuringiensis A LAS 72 HORAS DE EXPOSICION. 

Tratamiento Promedios 

HD-1 44.7 a 
HD-542 29.3 b 
T-24-001 19.6 c 
HD-500 16.9 d 
WHO-2013-9 11.2 e 
Control 0.0 f 
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3.3.2. Efecto larvicida in vitro de Bacillus thuringiensis. 

Las larvas L3 infectivas de Nematodirus spathiger muertas durante el 
enfrentamiento con el extracto proteico total de Bacillus thuringiensis se 
observaron inmoviles en forma de linea recta o semicurvas (Lopez y col., 
2002), cuando reportan inmovilidad larvaria en position de linea recta de 
larvas L3 infectivas de Haemonchus contortus expuestos a las toxinas de 
Bacillus thuringiensis tripsinizadas y solubilizadas. 

Las tablas nos muestran la mortalidad obtenida de las larvas L3 infectivas 

frente al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis, a las 24, 48 y 72 

horas. 

TABLA N° 3.10: MORTALIDAD DE LARVAS L3 INFECTIVAS DE 

Nematodirus spathiger EH E L GRUPO CONTROL. 

Grupo Control (Larvas L3 infectivas) 

Horas 
Repeticiones 24 48 72 

1 3 3 3 

2 2 2 3 

3 3 3 4 
4 3 3 3 

5 1 2 2 

6 2 2 2 

7 4 5 5 

8 2 3 3 

9 2 3 3 

10 2 2 2 

Promedio 2.4 2.8 3 

Mortalidad (%) 1.8 2.1 2.2 

n = 136 
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3.3.2.1. Mortalidad de larvas L3 infectivas de Nematodirus 

spathiger frente al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis 

variedad kurstaki HD-1. 

TABLA N° 3.11: MORTALIDAD DE LARVAS L3 INFECTIVAS DE 

Nematodirus spathiger FRENTE AL EXTRACTO PROTEICO TOTAL 

DE Bacillus thuringiensis VARIEDAD kurstaki HD-1. 

Larvas L3 infectivas Frente a BT HD-1 
Horas 

Repeticiones 24 48 72 
1 43 76 82 
2 38 77 81 
3 41 58 63 
4 40 59 65 
5 32 52 59 
6 36 48 52 
7 39 51 55 
8 37 53 58 
9 42 64 69 
10 39 48 53 

Promedio 38.7 58.6 63.7 
Mortalidad Absoluta (%) 28.5 43.1 46.8 
Mortalidad Corregida (%) 27.2 41.9 45.6 

n = 136 

Larvas Frente a BT HD-1 
50.0 I 

£ IO.O 

0.0 
12 24 36 48 60 72 

Horas 

GRAFICO N° 3.8: Mortalidad de larvas L3 infectivas de Nematodirus 

spathiger frente al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis 

variedad kurstaki HD-1 
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Para el caso de los resultados de las Tablas N° 3.11 y 3.16 sobre la 

actividad larvicida del extracto proteico total de la variedad Bt kurstaki HD-

1, nos muestran que se presenta una mortalidad corregida de larvas L3 

infectivas de Nematodirus spathiger de 27.2 % a las 24 h, y esta 

mortalidad se incrementa hasta 41.9 y 45.6 % a las 48 y 72 h 

respectivamente. La actividad larvicida de esta variedad es la de mayor 

efectividad de las cinco variedades en estudio; hallandose diferencias 

estadi'sticas significativas de la variedad Bt kurstaki HD-1 sobre Bt 

variedad thompsoni (HD-542), Bt variedad neoleonensis (T-24-001), Bt 

variedad israeliensis (WHO-2013-9), Bt variedad israeliensis (HD-500) y 

tambien sobre el grupo control (Cuadros estadisticos N° 3.4, 3.5 y 3.6). 

Estos resultados observados no presentan similitud con otros resultados 

obtenidos (Lopez y col., 2002) cuando reportan actividad larvicida de 70.8, 

74.5 y 90 % a las 24, 48 y 72 h respectivamente, con toxinas de Bacillus 

thuringiensis tripsinizadas y solubilizadas sobre larvas L3 infectivas de 

Haemonchus contortus. 
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3.3.2.2. Mortalidad de larvas L3 infectivas de Nematodirus 

spathiger frente al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis 

variedad thompsoni HD-542 

TABLA N° 3.12: MORTALIDAD DE LARVAS L3 INFECTIVAS DE 

Nematodirus spathiger FRENTE AL EXTRACTO PROTEICO TOTAL 

DE Bacillus thuringiensis VARIEDAD thompsoni HD-542 

Larvas L3 infectivas Frente a BT HD-542 
Horas 

Repeticiones 24 48 72 
1 17 24 28 
2 15 26 27 
3 17 34 36 
4 20 36 41 
5 19 21 21 
6 16 22 23 
7 15 23 31 
8 21 32 35 
9 18 21 24 
10 19 31 39 

Promedio 17.7 27 30.5 
Mortalidad Absoluta (%) 13.0 19.9 22.4 
Mortalidad Corregida (%) 11.5 18.2 20.7 

n = 136 

Larvas Frente a BT HD-542 

0.0 1 

12 24 36 48 60 72 
Horas 

GRAFICO N° 3.9: Mortalidad de larvas L3 infectivas de Nematodirus 
spathiger frente al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis 

variedad thompsoni HD-542 
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Los resultados de las Tablas N° 3.12 y 3.16 sobre la actividad larvicida del 

extracto proteico total de la variedad Bt thompsoni HD-542, muestran que 

se presenta mortalidad corregida de larvas L3 infectivas de Nematodirus 

spathiger de 11.5 % a las 24 h, 18.2 % a las 48 h y 20.7 % a las 72 h. La 

actividad larvicida presentada por esta variedad es la segunda en 

efectividad luego de Bt variedad kurstaki HD-1 con diferencia estadistica 

significativa. Tambien se hallo diferencias estadisticas significativas de Bt 

variedad thompsoni HD-542 sobre Bt variedad israeliensis (WHO-2013-9), 

Bt variedad israeliensis (HD-500), Bt variedad neoleonensis (T-24-001) y 

el grupo control (Cuadros estadisticos N° 3.4, 3.5 y 3.6). 

Estos resultados son inferiores a los obtenidos por la variedad Bt kurstaki 

HD-1 y distan mucho de otros resultados obtenidos (Lopez y col., 2002) 

cuando reportan actividad larvicida de 70.8, 74.5 y 90 % a las 24, 48 y 72 

h respectivamente, con toxinas de Bacillus thuringiensis tripsinizadas y 

solubilizadas sobre larvas L3 infectivas de Haemonchus contortus. 
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3.3.2.3. Mortaiidad de larvas L3 infectivas de Nematodirus 

spathiger frente al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis 

variedad neoleonensis T-24-001 

TABLA N° 3.13: MORTALIDAD DE LARVAS L3 INFECTIVAS DE 

Nematodirus spathiger FRENTE AL EXTRACTO PROTEICO TOTAL 

DE Bacillus thuringiensis VARIEDAD neoleonensis T-24-001 

Larvas L3 infectivas Frente a BT T-24-001 
Horas 

Repeticiones 24 48 72 
1 2 8 13 
2 3 9 12 
3 3 7 11 
4 2 5 11 
5 2 8 14 
6 5 8 12 
7 4 7 13 
8 2 6 9 
9 3 9 11 
10 3 5 9 

Promedio 2.9 7.2 11.5 
Mortaiidad Absoluta (%) 2.1 5.3 8.5 
Mortaiidad Corregida (%) 0.4 3.3 6.4 

n = 136 

GRAFICO N° 3.10: Mortaiidad de larvas L3 infectivas de Nematodirus 

spathiger frente al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis 

variedad neoleonensis T-24-001 
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Los resultados de las Tablas N° 3.13 y 3.16, sobre la actividad larvicida 

del extracto proteico total de Bt variedad neoleonensis (T-24-001), 

muestran que se presenta menor mortalidad de larvas L3 infectivas de 

Nematodirus spathiger en comparacion a Bt variedad kurstaki (HD-1) y Bt 

variedad thompsoni (HD-542) con diferencia estadistica significativa, 

siendo una mortalidad corregida de 0.4 % a las 24 h, 3.3 % a las 48 h y 

6.4 % a las 72 h. Esta variedad presenta menor mortalidad en 

comparacion a Bt variedad israeliensis (HD-500) con diferencia 

estadistica significativa a las 48 y 72 h, pero no a las 24 h. Con respecto a 

Bt variedad israeliensis (WHO-2013-9) no presenta diferencia estadistica 

significativa a 24, 48 y 72 h. Por ultimo Bt variedad neoleonensis (T-24-

001) presenta diferencia estadistica significativa sobre el grupo control 

solo a las 72 h (Cuadros estadisticos N° 3.4, 3.5 y 3.6). 

Estos resultados son inferiores a los obtenidos por la variedad Bt kurstaki 

HD-1 y Bt variedad thompsoni (HD-542), distando mucho de otros 

resultados obtenidos (Lopez y col., 2002) cuando reportan actividad 

ovicida de hasta 98 y 99 % a las 24 y 48 h respectivamente, con toxinas 

de Bacillus thuringiensis tripsinizadas y solubilizadas sobre huevos de 

Haemonchus contortus. 
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3.3.2.4. Mortalidad de larvas L3 infectivas de Nematodirus 

spathiger frente al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis 

variedad israelensis HD-500 

TABLA N° 3.14: MORTALIDAD DE LARVAS L3 INFECTIVAS DE 

Nematodirus spathiger FRENTE AL EXTRACTO PROTEICO TOTAL 

DE Bacillus thuringiensis VARIEDAD israelensis HD-500 

Larvas L3 infectivas Frente a BT HD-500 
Horas 

Repeticiones 24 48 72 
1 5 23 24 
2 4 15 16 
3 4 18 20 
4 5 21 23 
5 5 22 23 
6 3 15 15 
7 6 15 16 
8 3 18 20 
9 8 15 16 
10 6 13 15 

Promedio 4.9 17.5 18.8 
Mortalidad Absoluta (%) 3.6 12.9 13.8 
Mortalidad Corregida (%) 1.9 11.0 11.9 

n = 136 

Larvas Frente a BT HD-500 
14.0 , 

Horas 

GRAFICO N° 3.11: Mortalidad de larvas L3 infectivas de Nematodirus 

spathigerfrente al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis 

variedad israelensis HD-500 
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Los resultados de las Tablas N° 3.14 y 3.16, sobre la actividad larvicida 

del extracto proteico total de Bt variedad israeliensis (HD-500), muestran 

menor mortalidad corregida de larvas L3 infectivas de Nematodirus 

spathiger en comparacion a Bt variedad kurstaki (HD-1) y Bt variedad 

thompsoni (HD-542) con diferencia estadistica significativa, siendo una 

mortalidad corregida de 1.9 % a las 24 h, 11.0 % a las 48 h y 11.9 % a las 

72 h. Esta variedad tambien presenta mortalidad sobre Bt variedad 

neoleonensis (T-24-001) siendo no significativa a las 24 h pero 

significativa a las 48 y 72 h, tambien presenta mayor mortalidad sobre Bt 

variedad israeliensis (WHO-2013-9) estadisticamente no significativa a las 

24 h, pero significativa a las 48 y 72 horas. Por ultimo Bt variedad 

israeliensis (HD-500) presenta diferencia estadistica significativa sobre el 

grupo control a las 24,48 y 72 h (Cuadros estadisticos N° 3.4, 3.5 y 3.6). 

Estos resultados son inferiores a los obtenidos por la variedad Bt kurstaki 

HD-1 y Bt variedad thompsoni (HD-542), distando mucho de otros 

resultados obtenidos (Lopez y col., 2002) cuando reportan actividad 

ovicida de hasta 98 y 99 % a las 24 y 48 h respectivamente, con toxinas 

de Bacillus thuringiensis tripsinizadas y solubilizadas sobre huevos de 

Haemonchus contortus. 
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3.3.2.5. Mortaiidad de larvas L3 infectivas de Nematodirus 

spathiger frente al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis 

variedad israelensis WHO-2013-9 

TABLA N° 3.15: MORTALIDAD DE LARVAS L3 INFECTIVAS DE 

Nematodirus spathiger FRENTE AL EXTRACTO PROTEICO TOTAL 

DE Bacillus thuringiensis VARIEDAD israelensis WHO-2013-9 

Larvas L3 infectivas Frente a BT WHO-2013-9 
Horas 

Repeticiones 24 48 72 
1 4 9 10 
2 5 6 8 
3 5 10 12 
4 4 8 9 
5 6 8 8 
6 5 10 12 
7 5 6 7 
8 5 7 7 
9 6 9 9 
10 6 10 11 

Promedio 5.1 8.3 9.3 
Mortaiidad Absoluta (%) 3.8 6.1 6.8 
Mortaiidad Corregida (%) 2.0 4.1 4.7 

n = 136 

Larvas Frente a BT WHO-2013-9 
IB 
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GRAFICO N° 3.12: Mortaiidad de larvas L3 infectivas de Nematodirus 

spathiger frente al extracto proteico total de Bacillus thuringiensis 

variedad israelensis WHO-2013-9. 
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Los resultados de las Tablas N° 3.15 y 3.16, sobre la actividad larvicida 

del extracto proteico total de Bt variedad israeliensis (WHO-2013-9), 

muestran menor mortalidad corregida de larvas L3 infectivas de 

Nematodirus spathiger en comparacion a Bt variedad kurstaki (HD-1) y Bt 

variedad thompsoni (HD-542) con diferencia estadistica significativa, 

siendo una mortalidad corregida de 2.0 % a las 24 h, 4.1 % a las 48 h y 

4.7 % a las 72 h. La actividad larvicida de esta variedad es inferior a Bt 

variedad israeliensis (HD-500), siendo estadisticamente no significativa a 

las 24 h, pero significativa a las 48 y 72 h. Bt variedad neoleonensis (T-

24-001) presenta mayor actividad larvicida, pero no presenta diferencia 

estadistica significativa a las 24, 48 y 72 h. Por ultimo Bt variedad 

israeliensis (WHO-2013-9) presenta diferencia estadistica significativa 

sobre el grupo control solo a las 24 h, mientras que a las 48 y 72 h no 

presenta diferencia estadistica significativa (Cuadros estadisticos N° 3.4, 

3.5 y 3.6). 

Estos resultados son inferiores a los obtenidos por la variedad Bt kurstaki 

HD-1 y Bt variedad thompsoni (HD-542), distando mucho de otros 

resultados obtenidos (Lopez y col., 2002) cuando reportan actividad 

ovicida de hasta 98 y 99 % a las 24 y 48 h respectivamente, con toxinas 

de Bacillus thuringiensis tripsinizadas y solubilizadas sobre huevos de 

Haemonchus contortus. 
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TABLA N° 3.16: PORCENTAJE DE MORTALIDAD CORREGIDA DE 

LARVAS L3 INFECTIVAS DE Nematodirus spathiger FRENTE AL 

EXTRACTO PROTEICO TOTAL DE LAS VARIEDADES DE Bacillus 

thuringiensis. 

MORTALIDAD CORREGIDA (%) 

VARIEDAD 24 horas 48 horas 72 horas 
HD-1 27.2 41.9 45.6 

HD-542 11.5 18.2 20.7 

T-24-001 0.4 3.3 6.4 

HD-500 1.9 11.0 11.9 

WHO-2013-9 2.0 4.1 4.7 

PROMEDIO 8.6 15.7 17.9 

Actividadad Larvicida 

12 24 36 48 60 72 
Horas 

- C — BTHD-1 - O B T HD-542 - s i - B T HD-500 ^ - B T WHO-2013-9 -S3-BT T-24-001 

GRAFICO N° 3.13: Comparacion del porcentaje de mortalidad de 

larvas L3 infectivas de Nematodirus spathiger frente al extracto 

proteico total de las variedades de Bacillus thuringiensis. 

67 



CUADRO ESTADISTICO N° 3.4 

ANALISIS PARA E L ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA DEL 
EXTRACTO PROTEICO TOTAL DE Bacillus thuringiensis A LAS 24 

HORAS DE EXPOSICION. 

ANVA Efecto Larvicida 24 horas 

FT 

FUENTE DE VARIACI6N GL SC CM FC 0.05 0.01 Nv Sig 

Entre Tratamientos 5 10183.550 2036.710 642.045 2.394 3.391 ** 

Dentro de tratamientos 54 171.300 3.172 
Total 59 10354.850 

CV 14.904 

F. V. Fuente de Variation 
G. L Grados de Libertad 
S.C. Suma de Cuadrados 
C M . Cuadrado Medio 
FC Estadi'stico de Prueba 
FT Prueba de significancia 
* * Altamente significativo (a 0.05, a 0.01) 

* Significativo (a 0.05) 
N.S. No significativo 

PRUEBA DE TUKEY (P<0.05) PARA LA COMPARACION DE 
PROMEDIOS DE ACTIVIDAD LARVICIDA DEL EXTRACTO PROTEICO 
TOTAL DE Bacillus thuringiensis A LAS 24 HORAS DE EXPOSICION. 

Tratamiento Promedios 

HD-1 27.2 a 
HD-542 11.5 b 

WHO-2013-9 2.0 c 

HD-500 1.9 c d 
T-24-001 0.4 c d e 

Control 0.0 e 
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CUADRO ESTADISTICO N° 3.5 

ANALISIS PARA E L ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA DEL 
EXTRACTO PROTEICO TOTAL DE Bacillus thuringiensis A LAS 48 

HORAS DE EXPOSICION. 

ANVA Efecto Larvicida 48 horas 

FT 
FUENTE DE VARIACI6N GL SC CM FC 0.05 0.01 Nv Sig 
Entre Tratamientos 5 21414.533 4282.907 156.247 2.394 3.391 ** 

Dentro de tratamientos 54 1480.200 27.411 
Total 59 22894.733 
CV 25.876 

F. V. Fuente de Variacion 
G. L. Grados de Libertad 
S.C. Suma de Cuadrados 
C M . Cuadrado Medio 
FC Estadistico de Prueba 
FT Prueba de significancia 
* * Altamente significativo (a 0.05, a 0.01) 

* Significativo (a 0.05) 
(M.S. No significativo 

PRUEBA DE TUKEY (P<0.05) PARA LA COMPARACION DE 
PROMEDIOS DE ACTIVIDAD LARVICIDA DEL EXTRACTO PROTEICO 
TOTAL DE Bacillus thuringiensis A LAS 48 HORAS DE EXPOSICION. 

Tratamiento Promedios 

HD-1 41.9 a 
HD-542 18.2 b 
HD-500 11.0 c 
WHO-2013-9 4.1 d 
T-24-001 3.3 d 
Control 0.0 d 
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CUADRO ESTADISTICO N° 3.6 

ANALIStS PARA E L ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA DEL 
EXTRACTO PROTEICO TOTAL DE Bacillus thuringiensis A LAS 72 

HORAS DE EXPOSICION. 

ANVA Efecto Larvicid a 72 horas 

FT 
FUENTE DE VARIACI6N GL SC CM FC 0.05 0.01 Nv Sig 
Entre Tratamientos 5 24500.800 4900.160 158.562 2.394 3.391 ** 

Dentro de tratamientos 54 1668.800 30.904 
Total 59 26169.600 
CV 24.382 

F. V. Fuente de Variacion 
G. L. Grados de Libertad 
S.C. Suma de Cuadrados 
C M . Cuadrado Medio 
FC Estadi'stico de Prueba 
FT Prueba de significancia 
* * Altamente significativo (a 0.05, a 0.01) 

* Significativo (a 0.05) 
N.S. No significativo 

PRUEBA DE TUKEY (P<0.05) PARA LA COMPARACION DE 
PROMEDIOS DE ACTIVIDAD LARVICIDA DEL EXTRACTO PROTEICO 
TOTAL DE Bacillus thuringiensis A LAS 72 HORAS DE EXPOSICION. 

Tratamiento Promedios 
HD-1 45.6 a 
HD-542 20.7 b 
HD-500 11.9 c 
T-24-001 6.4 d 
WHO-2013-9 4.7 d e 
Control 0.0 e 
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TABLA N° 3.17: PORCENTAJE DE MORTALIDAD CORREGIDA DE 

HUEVOS DE Nematodirus spathiger A LAS 72 HORAS Y 

CONCENTRACION (mg/ml) DEL EXTRACTO PROTEICO TOTAL DE 

LAS CINCO VARIEDADES DE Bacillus thuringiensis. 

VARIEDAD Concentracion. 
(mg/ml) 

Mortalidad Corregida 
(%) a las 72 horas 

BT HD-1 5.042 44.74 

BT HD-542 3.172 29.34 

BT HD-500 3.019 16.87 

BT WHO-2013-9 3.076 11.25 

BT T-24-001 2.256 19.56 
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GRAFICO N° 3.14: Comparacion del porcentaje de mortalidad 

corregida de huevos de Nematodirus spathiger a las 72 horas frente 

a la concentracion (mg/ml) del extracto proteico total de las cinco 

variedades de Bacillus thuringiensis. 
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CUADRO ESTADISTICO IM° 3.7 

REGRESION LINEAL DE LA ACTIVIDAD OVICIDA EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DEL EXTRACTO PROTEICO 

Cone, (mg/ml) X 5.042 3.172 3.019 3.076 2.256 
Acitividad Ovicida Y 44.74 29.34 16.87 11.25 19.56 

Total Regresion Error SC (TOT) SC (Regre) SC (Error) 
N2 X, Y, X 2 Y 2 X,Y, Y, YrY Y,-Y Yj-Yj (Y,-Y)2 (YrY) 2 (YrY,)2 

1 2.26 19.56 5.09 382.59 44.12 13.2 -4.79 -11.12 6.33 22.96 123.71 40.07 
2 3.08 11.25 9.46 126.49 34.60 21.9 -13.11 -2.49 -10.62 171.74 6.19 112.70 
3 3.02 16.87 9.11 284.61 50.93 21.3 -7.48 -3.09 -4.39 55.98 9.56 19.28 
4 3.17 29.34 10.06 860.83 93.06 22.9 4.99 -1.49 6.47 24.88 2.21 41.90 
5 5.04 44.74 25.42 2001.96 225.59 42.5 20.39 18.19 2.20 415.80 330.94 4.84 

2 16.56 121.76 59.15 3656.48 448.31 121.76 0.00 0.00 0.00 691.36 472.60 218.79 
Prom 3.31 24.35 

ANVA Actividad Ovicida 

FV GL SC CM FC 
FT 

0.05 0.01 

Regresion 
Error 
Total 

1 
3 
4 

472.60 
218.79 
691.36 

472.60 
72.93 

6.48 10.13 34.12 

n.s. n.s. 

No existe relacion funcional entre la concentracion (mg/ml) con la actividad ovicida 

n.s. No significativo 
** Altamente Significativo 
* Significativo 

Fc< FT 
Se acepta la hipotesis 
No existe regresion 
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TABLA N° 3.18: PORCENTAJE DE MORTALIDAD CORREGIDA DE 

LARVAS L3 INFECTIVAS DE Nematodirus spathiger A LAS 72 

HORAS Y CONCENTRACION (mg/ml) DEL EXTRACTO PROTEICO 

TOTAL DE LAS CINCO VARIEDADES DE Bacillus thuringiensis. 

VARIEDAD Concentracion. 
(mg/ml) 

Mortaiidad Corregida 
(%) a las 72 horas 

BT HD-1 5.042 45.64 

BT HD-542 3.172 20.68 

BT HD-500 3.019 11.88 

BT WHO-2013-9 3.076 4.74 

BT T-24-001 2.256 6.39 

Actividad Larvicida 
50 

0 H 1 1 1 1 1 1 1 

2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 
Cone, (mg/ml) 

GRAFICO N° 3.15: Comparacion del porcentaje de mortaiidad 

corregida de larvas L3 infectivas de Nematodirus spathiger a las 72 

horas frente a la concentracion (mg/ml) del extracto proteico total de 

las cinco variedades de Bacillus thuringiensis. 
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CUADRO ESTADISTICO N° 3.8 

REGRESION LINEAL DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DEL EXTRACTO 

Cone, (mg/ml) X 5.042 3.172 3.019 3.076 2.256 
Acitividad Larvicida Y 45.64 20.68 11.88 4.74 6.39 

Total Regresion Error SC (TOT) SC (Regre) SC (Error) 
N2 X, Y, X 2 Y 2 X,Y, Y, Y,-Y Y,-Y Y r Y, (Y,-Y)2 (Y,-Y)2 (YrY,)2 

1 2.26 6.39 5.09 40.84 14.42 1.9 -11.47 -16.00 4.53 131.65 256.07 20.51 

2 3.08 4.74 9.46 22.44 14.57 14.3 -13.13 -3.58 -9.55 172.34 12.83 91.12 
3 3.02 11.88 9.11 141.13 35.87 13.4 -5.98 -4.45 -1.54 35.82 19.79 2.36 
4 3.17 20.68 10.06 427.53 65.58 15.7 2.81 -2.14 4.95 7.91 4.57 24.50 
5 5.04 45.64 25.42 2082.93 230.11 44.0 27.77 26.17 1.61 771.42 684.75 2.58 

£ 16.56 89.32 59.15 2714.86 360.55 89.32 0.00 0.00 0.00 1119.13 978.02 141.07 

Prom 3.31 17.86 

ANVA Actividad Larvicida 
FT 

FV GL SC CM FC 0.05 0.01 

Regresion 1 978.02 978.02 20.8 10.13 34.12 
Error 3 141.07 47.02 * n.s. 

Total 4 1119.13 

n.s. No significativo 

* * Altamente Significativo 
* Significativo 

0.05 Fc > FT Se rechaza la hipotesis, Si existe regresion 
0.01 Fc < FT Se acepta la hipotesis, No existe regresion 

Existe relacion funcionai significativa entre la concentracion (mg/ml) con la actividad larvicida 
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GRAFICO N° 3.16: Comparacion del porcentaje de mortalidad 

corregida de huevos y larvas L3 infectivas de Nematodirus spathiger 

a las 72 horas frente a la concentracion (mg/ml) del extracto proteico 

total de las cinco variedades de Bacillus thuringiensis. 

En las Tablas N° 3.1, 3.17 y 3.18 se puede apreciar los valores de 

absorvancia y la concentracion de protemas en mg/ml de las cinco 

variedades de Bacillus thuringiensis. Analizando los resultados obtenidos, 

se puede mencionar que las cinco variedades en estudio presentan 

diferente concentracion proteica, observandose que la variedad Bt 

kurstaki HD-1 es la de mayor concentracion de proteinas con 5.042 

mg/ml, seguida de la variedad Bt thompsoni HD-542 con 3.172 mg/ml, Bt 

israelensis WHO-2013-9 con 3.076 mg/ml, Bt israelensis HD-500 con 

3.019 mg/ml y por ultimo la variedad Bt neoleonensis T-24-001 con 2.256 

mg/ml con la menor concentracion observada. Estos resultados se 

sometieron a un analisis de regresion lineal para establecer la relation 

funcional entre la concentracion (mg/ml) con la actividad nematicida, en 

este sentido el presente trabajo no guarda similitud al analisis de dosis 

mortalidad (Flores y col., 2010) donde se determino los niveles de 
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susceptibilidad de Anopheles pseudopunctipennis y Culex spp frente a 

diferentes concentraciones letales de Bacillus thuringiensis y Bacillus 

sphaericus. 

La actividad toxica de la bacteria Bacillus thuringiensis esta intimamente 

relacionada con la presencia de las proteinas Cry; sin embargo, la 

actividad nematicida especifica se relaciona con la presencia de proteinas 

Cry 5, Cry 6, Cry 12, Cry 13 y Cry 14 reportadas (Shin et al., 1995; y 

Yadav, 2007) (Anexos N° 03 y 04). 

Bacillus thuringiensis variedad kurstaki HD-1 

En concordancia con las Tablas N° 3.17 y 3.18, es la variedad que 

presento la mayor concentracion proteica, 5.042 mg/ml y el mayor efecto 

ovicida y larvicida, siendo no significativa el ANVA de la regresion para la 

relation funcional entre la concentracion proteica de Bt con la actividad 

ovicida (Cuadro estadi'stico N° 3.7), pero significativa el ANVA de la 

regresion para la relation funcional entre la concentracion proteica de Bt 

con la actividad larvicida (Cuadro estadistico N° 3.8). Este analisis no es 

comparable con otros trabajos realizados con Bacillus thuringiensis. 

La actividad ovicida y larvicida de Bt variedad kurstaki HD-1 guarda 

relation con otros trabajos (Shin et al., 1995; y Yadav, 2007), donde se 

menciona que esta variedad presenta las proteinas Cry 5, Cry 6 y Cry 12 

con actividad nematicida. 

Bacillus thuringiensis variedad thompsoni (HD-542) 

En concordancia con las Tablas N° 3.17 y 3.18, es la variedad con la 

segunda mayor concentracion proteica, 3.172 mg/ml, el segundo mayor 

efecto ovicida 29.34 % y el segundo mayor efecto larvicida 20.68 %, 

siendo no significativa el ANVA de regresion para la relation funcional 

entre la concentracion proteica de Bt con la actividad ovicida (Cuadro 

estadistico N° 3.7), pero significativa el ANVA de regresion para la 

relation funcional entre la concentracion proteica de Bt con la actividad 

larvicida (Cuadro estadi'stico N° 3.8). Como se menciono anteriormente, 
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este analisis no es comparable con otros trabajos realizados con Bacillus 

thuringiensis. 

La actividad ovicida y larvicida de Bt variedad thompsoni (HD-542) guarda 

relation con otros trabajos (Shin et al., 1995; y Yadav, 2007), donde se 

menciona que esta variedad presenta la proteina Cry 5 con actividad 

nematicida. 

Bacillus thuringiensis variedad neoleonensis (T-24-001) 

En concordancia con las Tablas N° 3.17 y 3.18, es la variedad con la 

menor concentracion proteica, 2.256 mg/ml, actividad ovicida corregida de 

19.56 % y actividad larvicida corregida de 6.39 %, siendo no significativa 

el ANVA de regresion para la relation funcional entre la concentracion 

proteica de Bt con la actividad ovicida (Cuadro estadistico N° 3.7), pero 

significativa el ANVA de regresion para la relation funcional entre la 

concentracion proteica de Bt con la actividad larvicida (Cuadro estadistico 

N° 3.8). Como se menciono anteriormente, este analisis no es comparable 

con otros trabajos realizados con Bacillus thuringiensis. 

La actividad ovicida y larvicida de Bt variedad neoleonensis (T-24-001) 

guarda relation con otros trabajos (Shin et al., 1995; y Yadav, 2007), 

donde se menciona que esta variedad presenta la proteina Cry 6 con 

actividad nematicida. 

Bacillus thuringiensis variedad israeliensis (HD-500) 

En concordancia con las Tablas N° 3.17 y 3.18, esta variedad presenta 

una concentracion proteica de 3.019 mg/ml, actividad ovicida corregida de 

16.87 % y actividad larvicida corregida de 11.88 %, siendo no significativa 

el ANVA de regresion para la relation funcional entre la concentracion 

proteica de Bt con la actividad ovicida (Cuadro estadistico N° 3.7), pero 

significativa el ANVA de regresion para la relation funcional entre la 

concentracion proteica de Bt con la actividad larvicida (Cuadro estadistico 

N° 3.8). Como se menciono anteriormente, este analisis no es comparable 

con otros trabajos realizados con Bacillus thuringiensis. 
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La actividad ovicida y larvicida de Bt variedad israeliensis (HD-500) 

guarda relacion con otros trabajos (Shin et al., 1995; y Yadav, 2007), 

donde se menciona que esta variedad presenta la proteina Cry 14 con 

actividad nematicida. 

Bacillus thuringiensis variedad israeliensis (WHO-2013-9) 

En concordancia con las Tablas N° 3.17 y 3.18, esta variedad presenta 

una concentracion proteica de 3.076 mg/ml, actividad ovicida corregida de 

11.25 % y actividad larvicida corregida de 4.74 %, siendo no significativa 

el ANVA de regresion para la relacion funcional entre la concentracion 

proteica de Bt con la actividad ovicida (Cuadro estadistico N° 3.7), pero 

significativa el ANVA de regresion para la relacion funcional entre la 

concentracion proteica de Bt con la actividad larvicida (Cuadro estadistico 

N° 3.8). Como se menciono anteriormente, este analisis no es comparable 

con otros trabajos realizados con Bacillus thuringiensis. 

La actividad ovicida y larvicida de Bt variedad israeliensis (WHO-2013-9) 

guarda relacion con otros trabajos (Shin et al., 1995; y Yadav, 2007), 

donde se menciona que esta variedad presenta la proteina Cry 14 con 

actividad nematicida. 
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CAPl'TULO IV: 

CONCLUSIONES 

1. Se obtuvo el extracto proteico total de las cinco variedades de Bacillus 

thuringiensis y luego se determino la concentracion de cada 

suspension proteica, siendo la mayor concentracion proteica 

observada Bacillus thuringiensis variedad kurstaki HD-1. 

2. Se obtuvieron huevos y las larvas L3 infectivas de Nematodirus 

spathiger para luego ser enfrentadas al extracto proteico total de las 

cinco variedades de Bacillus thuringiensis a 25°C por 24, 48 y 72 h. 

3. Producto de la evaluacion de la actividad letal in vitro del extracto 

proteico total de Bacillus thuringiensis sobre huevos y larvas (L3) 

infectivas de Nematodirus spathiger, se encontro efecto ovicida y 

larvicida por parte de las cinco variedades en estudio de Bacillus 

thuringiensis, a las a las 24, 48 y 72 h de la exposition, siendo el 

mayor efecto ovicida y larvicida ofrecido por Bacillus thuringiensis 

variedad kurstaki HD-1. 

4. Se determino el porcentaje de eficiencia antihelmintica in vitro del 

extracto proteico total de Bacillus thuringiensis sobre huevos y larvas 

(L3) infectivas de Nematodirus spathiger. Bacillus thuringiensis 

variedad Kurstaki HD-1, ofrecio el mayor porcentaje de eficiencia 

antihelmintica, 44.7 % de actividad ovicida y 45.6 % de actividad 

larvicida a las 72 horas de la exposition. 
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CAPITULO V: 

RECOMENDACIONES 

Luego de la ejecucion del presente trabajo de investigacion se 

recomienda: 

1. Realizar bioensayos de actividad letal sobre huevos y larvas L3 

infectivas, determinando la concentracion optima para ocasionar 

mortalidad tanto de huevos como de larvas con cada cepa de la 

bacteria trabajada y teniendo en cuenta la temperatura y el tiempo de 

efecto antes de realizar pruebas en el campo. 

2. Realizar trabajos de actividad letal sobre las formas Iibres de otros 

nematodos gastrointestinales de rumiantes existentes en la region, 

para una mejor confirmation de las cepas a trabajar. 

3. Seguir en la busqueda de cepas de bacterias u otros microorganismos 

con potential nematicida para la conformation de un cepario de 

microorganismos controladores de nematodos y a futuro ser 

considerados en programas de control de las parasitosis 

gastrointestinales 

4. Realizar trabajos donde se pueda probar formulaciones liquidas o en 

solution frente a preparaciones en polvo u otras formulaciones. 
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Anexo N° 01 

DIAS QUE S E TOMARON LAS MUESTRAS DE H E C E S DE OVINO EN 
E L CAMAL DE QUICAPATA. 

N° de Muestra Fecha de Muestreo N° de Muestras 
Colectadas 

1 06/03/2011 10 
2 13/03/2011 10 

3 20/03/2011 10 

4 27/03/2011 10 

5 03/04/2011 10 

6 10/04/2011 10 

Anexo N° 02 

INCUBACION DE HUEVOS DE Nematodirus spathiger Y FECHA DE 
INOCULACION AL OVINO JOVEN CON LARVAS L3 INFECTIVAS 

Fecha de 
Muestreo 

Inicio de 
Incubation 

Fecha de Inoculation al 
Ovino 

06/03/2011 07/03/2011 17/05/2011 
13/03/2011 14/03/2011 17/05/2011 
20/03/2011 21/03/2011 19/05/2011 
27/03/2011 28/03/2011 19/05/2011 
03/04/2011 04/04/2011 2105/2011 
10/04/2011 11/04/2011 21/05/2011 

DESPARACITACION DEL OVINO JOVEN: J U E V E S 28 /04/2011 
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Anexo N° 03 

TIPIFICACION DE LAS 5 CEPAS BACTERIANAS DE Bacillus 
thuringiensis POR LA PRESENCIA DE ENDOTOXINAS CON 

ACTIVIDAD NEMATICIDA 

Cepa cry5 cry 6 cry 12 cry 13 cry 14 
1 Bth. kurstaki HD-1 + + + 
2 B th. israelensis WHO-2013-9 - - - + 
3 B th. israelensis HD-500 - - - + 
4 B th. thompsoni HD-542 + - - -
5 B th. neoleonensis T-24-001 + 

Fuente: Shin et al., 1995; y Yadav, 2007 

Anexo N° 04 

BLANCO ESPECIFICO DE LAS PROTEINAS Cry DE Bacillus 
thuringiensis. fCaracterizacion de las proteinas Cry por metodo de 

PCR). 

Proteina Cry Blanco Especifico 
Cry 1 Lepidopteros 
Cry 2 Dipteros y Lepidopteros 
Cry 3 Coleopteros 
Cry 4 Dipteros 
Cry 5 Nematodos 
Cry 6 Nematodos y Coleopteros 
Cry 7 Coleopteros 
Cry 8 Lepidopteros 
Cry 9 Lepidopteros 
Cry 10 Dipteros 
Cry 11 Dipteros 
Cry 12 Nematodos 
Cry 13 Nematodos 
Cry 14 Nematodos y Dipteros 
Cry 16 Dipteros 
Cry 17 Dipteros 
Cry 18 Coleopteros 
Cry 19 Dipteros 
Cry 20 Dipteros y Lepidopteros 
Cry 23 Coleopteros 
Cry 24 Dipteros 
Cry 28 Coleopteros 
Cry 33 Coleopteros 

Fuente: Yadav, 2007. 

87 



Anexo N° 05 

Bacillus thuringiensis variedad kurstaki HD-1 en Agar Luria Bertani 

Anexo N° 06 

Bacillus thuringiensis variedad thompsoni HD-542 en Agar Luria 
Bertani 
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Anexo N° 07 

Bacillus thuringiensis variedad neoleonensis T-24-001 en Agar Luria 
Bertani 
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Anexo N° 08 

Bacillus thuringiensis variedad israelensis WHO-2013-9 en Agar 
Luria Bertani 
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Anexo N° 09 

Bacillus thuringiensis variedad israelensis HD-500 en Agar Luria 
Bertani 

Anexo N°10 

Bacillus thuringiensis variedad kurstaki HD-1 

/ 
* < 

} \ i s k 
1 

i 
90 

100X 



Anexo N° 11 

Bacillus thuringiensis variedad thompsoni HD-542 

Anexo N°12 

Bacillus thuringiensis variedad neoleonensis T-24-001 



Anexo N° 13 

Bacillus thuringiensis variedad israelensis WHO-2013-9 
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Anexo N° 14 

Bacillus thuringiensis variedad israelensis HD-500 
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Anexo N° 15 

AISLAMIENTO DE HUEVOS DE Nematodirus spathiger DE OTROS 
HUEVOS DE TRICHOSTRONGILOS MEDIANTE E L USO DE UN TAMIZ 

DE 53 um DE ABERTURA 

Anexo N° 16 

OBTENCION DE LARVAS L3 INFECTIVAS DE Nematodirus spathiger 
POR INCUBACION A TEMPERATURA AMBIENTE 
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Anexo N° 17 

COLECCION DE LARVAS L3 INFECTIVAS DE Nematodirus spathiger 
POR MIGRACION LARVARIA 

Anexo N° 18 

HUEVOS DE Nematodirus spathiger CON LENTE DE 10X DE 
AUMENTO 
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Anexo N° 19 

LARVA L3 INFECTIVA DE Nematodirus spathiger CON LENTE DE 10X 
DE AUMENTO 

Anexo N° 20 

INOCULACION CON LARVAS L3 INFECTIVAS DE Nematodirus 
spathiger A UN OVINO JOVEN 
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Anexo N° 21 

REACTIVOS EMPLEADOS PARA LA OBTENCION DEL EXTRACTO 
PROTEICO TOTAL DE Bacillus thuringiensis 
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Anexo N° 22 

EVALUACION DEL SOBRENADANTE CONTENIENDO LAS 
PROTEINAS MEDIANTE E L METODO DE BlURET PARA 

DETERMINAR LA CONCENTRACION 
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Anexo N° 23 

EMPLEO DE LOS D F E R E N T E S TIPOS DE BALANZAS PARA LA 
MEDICION DE LA MASA 
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Anexo N° 24 

EMPLEO DE LAS INCUBADORAS PARA E L CRECIEMINTO DE LAS 
CEPAS DE Bacillus thuringiensis Y E L ENFRENTAMIENTO CONTRA 

Nematodirus spathiger 
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Anexo N° 25 

PLACAS DE PETRI EMPLEADAS PARA E L ENFRENTAMIENTO DEL 
EXTRACTO PROTEICO TOTAL DE Bacillus thuringiensis FRENTE A 
LOS HUEVOS Y LARVAS L3 INFECTIVAS DE Nematodirus spathiger 
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Anexo N° 26 

EVALUACION DE LA MORT ALIDAD DE HUEVOS Y LARVAS L3 
INFECTIVAS DE Nematodirus spathigerEN CONDICIONES DE 

LABORATORIO. 
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Anexo N° 27 

ASPECTO DE LOS HUEVOS DE Nematodirus spathiger EN EL 
GRUPO CONTROL; (A) AUMENTO DE 5 X. (B) AUMENTO DE 10 X. 

Anexo N° 28 

ASPECTO DE LOS HUEVOS DE Nematodirus spathiger EN E L 
GRUPO CONTROLA LAS 72 HORAS; AUMENTO DE 40 X. 
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Anexo N° 29 

ASPECTO DE LOS HUEVOS DE Nematodirus spathiger EH LOS 
TRATAMIENTOS FRENTE AL EXTRACTO PROTEICO TOTAL DE 

Bacillus thuringiensis A LAS 72 HORAS; AUMENTO DE 40 X. 
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Anexo N° 30 

ASPECTO DE LAS LARVAS L3 INFECTIVAS DE Nematodirus 
spathiger EN EN EL GRUPO CONTROL 
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Anexo N° 31 

ASPECTO DE LAS LARVAS L3 INFECTIVAS DE Nematodirus 
spathiger EH LOS TRATAMIENTOS FRENTE AL EXTRACTO 

PROTEICO TOTAL DE Bacillus thuringiensis A LAS 72 HORAS; 
AUMENTO DE 40 X. 

w 
WZffl 

105 


	TESIS MV87_Och.pdf (p.1-99)
	TESIS MV87_Och col.pdf (p.100-110)

