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iii. RESUMEN

En la actualidad el control de nematodos gastrointestinales se realiza casi
exclusivamente con productos quimicos. La inadecuada utilizacion ha
generado resistencia en algunos géneros parasitarios. Sumado por la
preocupacion de consumir alimentos inocuos en pro de la salud humana, se ha
estimulado el control de otros métodos para las parasitosis gastrointestinales,
tales como el control biolégico, basado en el uso de enemigos naturales de las
larvas en el medio ambiente. El objetivo de la investigacion fue Aislamiento in
vitro de hongos nematofagos a través de heces fecales extraidas del tracto
rectal del bovino, por medio de larvas de nematodos, Provenientes de
diferentes fincas de Ledn y Chinandega. Para un total de 12 muestras, de estas
se cosecharon las larvas de nematodos y posterior se dejaron tubos de ensayos
de vidrio en incubacion a 27° C. y 75% de humedad relativa por un periodo de
seis dias. Posterior se extrajeron los nematodos muertos con presencia de
micelio y sembrados en medio solido PDA. Mediante el desarrollo del hongo se
fue haciendo los aislamientos de las cepas de interés hasta lograr tener una
cepa pura, Los hongos aislados fueron seis de los cuales se caracterizaron tres
como nematdfagos Trichoderma spp 33.33%, Paecilomyces spp 16.66%,
Penicillium spp 25% y Aspergillus spp 25%.



l. INTRODUCCION

La ganaderia bovina es uno de los rubros de mayor importancia para la
economia del pais ocupando el primer lugar en las exportaciones. De igual
manera en la generacion de ingresos, empleos y la produccion de alimentos de

forma local.

Los nematodos gastrointestinales (NGI) de bovinos constituyen una
amenaza permanente para los ganaderos, dadas las pérdidas econdémicas que
estos pardsitos ocasionan en los sistemas de produccién (Barger, 1998). El uso
de compuestos quimicos ha sido la base de control de los parasitos del ganado.
Sin embargo, el uso prolongado e inapropiado de antihelminticos quimicos ha
traido consigo problemas como: desarrollo de resistencia de estos
endoparasitos a las moléculas quimicas empleadas, impacto ambiental
negativo, y residuos de antiparasitarios en los alimentos derivados de los

bovinos (Marquez, 2010).

El uso de hongos nematéfagos se considera la alternativa mas promisoria
para el control de NGI en rumiantes (ketzis 2006, Braga 2014), debido a que
poseen algunas ventajas, entre las que se destacan: ciclo de vida corto; alta
capacidad reproductiva; produccién de esporas de resistencia y sobrevivencia
en la fase saprofitica en ausencia de hospedadores; no son patégenos para los
seres humanos y reducen las poblaciones parasitarias, en vez de eliminarlas,

lo cual constituye un estimulo inmunol6gico permanente en los animales.

En Bogota D, C., Colombia, Gonzales Osorio (2013) realiz6 un estudio
sobre “Evaluacién in vitro de hongos nematofagos, sobre larvas L3 de
nematodos gastrointestinales de bovinos”. Se procesaron muestras de suelo
de fincas localizadas en Cundinamarca y Boyaca donde se identificaron seis
aislamientos: cuatro de Arthrobotrys oligospora y dos de Arthrobotrys
musiformis. Se evalu6 enfrentando larvas L3 de nematodos gastrointestinales
a una concentracion de 1x106 conidios de A. oligospora 0 clamidosporas de A.
musiformis, presentando este Ultimo el mayor porcentaje (94.56%) de captura

de larvas.



La capacidad predadora in vitro de hongos nematofagos nativos de
Cundinamarca sobre nematodos gastrointestinales de bovinos en Bogota,
Colombia, Marquez et, al. 2015. En este estudio se llegd a la conclusion que
el aislamiento XXIV (A. musiformis) demostré mayor capacidad predadora (96,8
%) que los aislamientos (A. oligospora) XVIII, L1 y XXI (69, 68, 71,1y 87,62 %,
respectivamente) entre las cepas de mayor capacidad predadora. Este es el
primer registro de identificacion y evaluacion in vitro de la capacidad predadora
de los hongos A. oligospora y A. musiformis nativos de Cundinamarca. Los
resultados sugieren que estos hongos podrian emplearse como agentes

biocontroladores de nematodos de bovinos.

En Nicaragua, Martinez Garcia (2019) comunidad de Chacaraseca,
departamento de Ledn. Se realizé un estudio donde se Caracterizaron hongos
aislados en dos tipos de muestras (excretas de ganado bovino y suelo de
corral), obteniendo como resultado, la presencia de 13 hongos de distintas
especies, siéndolos principales género Aspergillus con 30.76%, Rhizopus spp
con 23.07, Trichoderma y Penicillium con un 15.38%, 8.25% de Geotrichum y

Fusarium con 7.69 %.

En base a lo antes mencionado, la presente investigaciéon tiene como
propésito identificar hongos nematéfagos autéctonos de Nicaragua, para
evaluar, en condiciones in vitro, la capacidad nematéfaga de los hongos
identificados, en la mira de sentar bases para el control biol6gico de los
nematodos gastrointestinales de bovinos, en el marco del control sustentable

de los parasitos del ganado.



Il OBJETIVOS

General

Aislamiento in vitro de hongos nematofagos para control biolégico de

nematodos gastrointestinales en bovinos.

Especificos

Determinar el nimero de aislados de hongos nematofagos, a través de heces

fecales extraidas del tracto rectal del bovino

Caracterizar de manera morfolégica los aislados de hongos nematofagos en

larvas de nematodos provenientes de tracto rectal del bovino.



Il HIPOTESIS

Hi. El Aislamiento in vitro de hongos en larvas de nematodos provenientes del
tracto rectal del bovino ¢se encontraran cepas como agentes de control

bioldgico para el manejo de nematodos gastrointestinales?



IV. MARCO TEORICO

4.1. IMPORTANCIA DE LA GANADERIA EN NICRAGUA.

El sector ganadero de Nicaragua, es y seguira siendo la principal actividad
econdémica del pais, fortalece la asociatividad de los productores en la
busqueda de acciones que nos permitan ser mas eficientes en nuestros
procesos de produccidn, los efectos del cambio climético en la ganaderia son
catastroficos, por lo que se deben de tomar medidas inmediatas para su
adaptacion y mitigacién, es necesario cambiar el esquema de produccion en la
ganaderia actual de tal manera que contribuya con efectos positivos en el
medio ambiente (FAGANIC, 2019). La produccion de carne bovina es uno de
los rubros méas importantes de las exportaciones nacionales, con oportunidades
de mercado creciente y reconocida como una de las mejores carnes de calidad
en la region latinoamericana, representando una de las actividades econémicas

de relevancia para el desarrollo socio productivo de las familias nicaragiienses.

En el perfil del sector pecuario en Nicaragua se encuentran:

e 136,600 fincas Ganaderas

e 138,000 ganaderos (85% son pequefios y medianos)

e 5,200,000 cabezas de ganado

¢ 5,600,000 manzanas dedicadas a la ganaderia

e 600,000 empleos por la ganaderia

e 1,250,000 vacas en produccion.

e 3.7 Its/vacal/dia — promedio de produccion

e 4,600,000 litros por dia

e 50% Sector informal (mataderos)

e 40% Sector semi industrial (Queseras con inspeccién sanitaria)
e 10% Sector Industria (Acopio en red de frio)

e Carne de bovinos — principal rubro de exportacion: US$ 500

millones/afio



e 75% de la produccion de carne para la exportacion. (FAGANIC, 2019)

De acuerdo a la clasificacion de las actividades econdmica en Nicaragua
podemos encontrar 3 categorias; primaria: extraccion de materia prima
(agricultura, mineria, pesca, ganaderia etc.); secundaria: procedimiento de
materias primarias y produccidbn de bienes (metallrgicas, quimicas,
alimentarias); terciaria: servicios como el transporte, hoteleria, comercio etc.)

Nicaragua se encuentra dividido en regiones o0 zonas las cuales, en cada
una de ella, encontraremos un estimado aproximado de cabezas de ganado en
el periodo estimado 2016- 2018. (FAGANIC, 2019)

Division por zonas No. Cbz (aprox.)
Zonal 2,355,000cbz
Zona 2 1,352,000 Chz
Zona 3 921,000 Cbz
Zona 4 572,000 Cbz
Total, estimado 5,200,000 Cbhz

Hoy en dia, la carne bovina es uno de los rubros de mayor importancia para
la economia nacional (después del café), han representado entre el 20% y 22%
del total de las exportaciones de los ultimos afios.

En el 2006 los créditos totales a los ganaderos fueron de 1,380.3 millones
de cordobas que aumentd en un 50.34% para el 2007. A partir de ese afio los
créditos al sector ganadero descendieron considerablemente, causados por la
crisis financiera internacional del 2008 que impactd severamente al sistema
financiero y que se transmitio a través del sector real.

Se alcanzaron niveles de morosidad de hasta 4% de la cartera bruta,
observandose un mayor deterioro en las instituciones con alta concentracion
en el microcrédito, presentandose en el 2010 la liquidacién del BANEX, (GRUN
2014).



4.2. Principales Problemas De La Ganaderia en Nicaragua

La ganaderia nacional histéricamente presenta una baja tecnologia y
deficiencia de manejo. Los niveles bajos de produccion y reproduccion son los
factores que mas limitan la capacidad para producir.

Los principales problemas con que tropiezan los productores para aumentar
la fertilidad de los sistemas de produccion son la baja cantidad y calidad de los
pastos tropicales, el bajo potencial genético de los animales, las deficientes
practicas de manejo, administracion y otros. Por tanto, con el mejoramiento de
los factores mencionados principalmente en una alimentacion mejorada, sera
posible aumentar la productividad y por lo tanto la eficiencia del sistema de
produccion.

La fincas o empresas agropecuarias, como unidad basica de produccion,
juega un papel importante en el proceso de desarrollo de la actividad ganadera
nacional y requiere, por lo tanto, de técnicas apropiadas para su manejo y
administracion para obtener una mejor eficiencia en todo sentido y asi

desempefiar en forma adecuada su rol esencial. (Mejia, 2004)
4.3. Factores limitantes de la produccién:

4.3.1. Factores climaticos

Segun Mombeg citado por Lobo y Cruz, (1982) el viento y la humedad
actuando sobre los animales en la mayoria de los casos pasan hacer efectos
estresantes a medida que se combina con la temperatura ambiental
produciendo una sobre carga de calor en los animales, esto trae como
consecuencia una incapacidad de los mismos en la regulacion de dicha carga
creando alteraciones fisiolégicas como bajas en la produccion de leche y por lo

tanto reproductivas.

4.3.2. Genética

El mejoramiento genético ha sido un tema que ha reclamado la atencion de
numerosos investigadores y productores en los dltimos afos. Pero
paralelamente a la transformacion genética de la poblacién bovina la cual
constituye una premisa necesaria para el desarrollo ganadero, se impone un

cambio radical a las condiciones, bajo las que tradicionalmente se desarrolla
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nuestra ganaderia y esto equivale a decir que el mejoramiento genético deberia
marchar simultdneamente con el mejoramiento ambiental en general. (Castillo
y Minero, 1981).

La base genética de la ganaderia nicaragiiense estd constituida
principalmente por grupos raciales de animales criollos con cebuino que tiene
como caracteristica alto grado de adaptabilidad al ambiente tropical pero no

con capacidad para producir (Iturbide, 1987).

4.3.3. Sanidad

Los problemas sanitarios de mayor trascendencia en la produccion
ganadera son las altas incidencias de parasitosis tanto internos como externos
en la categoria de ganado en crecimiento y la alta mortalidad de terneros
causada por la incidencia de pierna negra, por falta de vacunacién y control
oportuno de estas lo que causa una baja en la productividad de la ganaderia
(Cajina, 1996).

Novoa, (1983) sefiala que la falta de un programa bien establecido para el
control de Endo y ectoparasitos, asi como también de enfermedades
infectocontagiosa. Esta fuente afirma que los productores realizan sus practicas
y controles sanitarios de una forma irregular. Esto trae como resultado dos tipos
de problemas. a) El productor no realiza las desparasitaciones con la frecuencia
requerida y si las realiza no las practica en el momento mas indicado; b) por
tratar de prevenir una alta mortalidad y morbilidad en el hato, intensifica los
controles sanitarios excediendo los gastos en medicamentos aumentando asi
los costos de produccion al aplicarlos con mayor frecuencia y utilizando dosis

mas altas.

4.3.4. Alimentacién

Los bajos niveles de productividad de la ganaderia nicaragiiense se deriva
fundamentalmente de la deficiente alimentacién, la baja utilizacion de las
pasturas mejoradas, el deficiente manejo de estas para optimizar su
aprovechamiento en el periodo lluvioso y la incapacidad de manejar los
excedentes de estos, conlleva a una deficiente alimentacion que se traduce en
bajos niveles de produccion de leche y bajo niveles de reproduccion (Cajina,
1996).

11



Aun cuando la fuente principal de la alimentacion son los pastos, los que se
utilizan no son en muchos casos los mas indicados para la zona y de ser estos
no se utilizan con el manejo mas adecuado. Esto trae como resultado que los
animales no consuman un alimento de buena calidad (Cajina, 1996). Esta
fuente sigue diciendo que el uso de concentrado por otra parte contempla el
problema de que no se ofrece en cantidad, época y al tipo de animal mas

indicado aumentando de esta forma los costos de produccion.
4.4. Practicas de manejos en el ganado bovino

4.4.1. Estabulado

La estabulacién consiste en mantener a los animales dentro de edificios en
donde estan protegidos de la lluvia, sol, frio; se les sirven los alimentos, agua y
sanidad adecuada. Y ademas se manejan correctamente los desechos sélidos
y liquidos para evitar enfermedades producto del hacinamiento o la
contaminacion del medio ambiente.

El manejo en estabulacibn es sumamente costoso y se recomienda
Gnicamente para manejar animales de alta produccién, razas puras y con

mercados asegurados para la venta de los productos.

4.4.2. Semi estabulado

Es el aprovechamiento de edificios para la proteccion y cuidado de los
animales del medio hostil: sol, lluvia, frio y a la vez aprovechar pequefias areas
verdes donde se puedan pastorear por tiempo y espacio limitado para la
produccion y reproduccién (salen al pastoreo). Es el sistema mas recomendado
para pequefios y medianos productores que en sus unidades productivas
cultivan alimentos para el consumo humano y aprovechan los desechos y

rastrojos o pequeiias areas libres para alimentar a los animales.

4.4.3. Pastoreo extensivo

El bovino es alimentado en areas abiertas de pasto, sin control. En este
sistema un animal requiere de 2 a 3 manzanas para poder sobrevivir en las
diferentes estaciones del afo, tiene la desventaja que no se aprovecha de la
mejor manera ni productiva ni reproductivamente, puesto que el animal se torna

selectivo y el riesgo de pérdida de peso y energia es mayor producto de las

12



distancias que recorre para tomar los alimentos, al no existir control del animal

se dificulta el control reproductivo.

4.4.4. Intensivo

Jardim, (1981) define que en el sistema intensivo “los animales son
mantenidos en el establo durante las horas mas calientes del dia, saliendo a
pastorear en las horas més frescas de la tarde. En algunos casos las vacas son
sujetadas solamente para el ordefio y distribucién de raciones, dos veces al
dia”. (IICA, 2004).

En este sistema el ganado se pastorea en areas bien pequefias, con buena
cobertura poblacional de los pastos y acceso permanente al agua, una unidad
productiva que se maneja bajo este sistema debe tener las divisiones
suficientes para manejar la carga adecuada de ganado sin sobre pastorear,
bajo la condicion que el ganado no puede estar en un potrero mas de 48 horas.
Bajo este sistema hay un control pleno de los animales, un mayor

aprovechamiento productivo y reproductivo.

4.5. Generalidades de los parésitos

El parasito es un animal o vegetal que en forma permanente o temporal y
de manera obligatoria debe nutrirse a expensas de otro organismo llamado
huésped sin que esta relacion implique la destruccion de como lo hace un
depredador. (Quiroz, 2013)

Numerosas son las especies de pardsitos, tanto protozoarios (coccidios)
como helmintos (cestodos, trematodos y nematodos), que se localizan en el
aparato digestivo de los bovinos. El mayor nimero de ellos se encuentra entre
los nematodos.

De acuerdo con las caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y filogénicas se
ha dividido a los animales para estudio en varios grupos. Phylum protozoa,
phytlum ciliophora, phylum platyhelmintos, phylum acantocethala, Phylum
nematoda, phylum artropoda, phylum pentastomica (Quiroz, 2013).

Estas especies parasitas, cuando se manifiestan en un organismo superior,
son capaces de producir enfermedades nocivas si no ejerce un control
preventivo o convencional sobre estos agentes. Estas acciones patdgenas en

el animal varian de acuerdo con:
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e El estado evolutivo que posee el agente parasito, que puede presentarse
en diversas formas como larvas en el rumen, larvas tisulares en
desarrollo, larvas en letargo y parasitos adultos.

e Tipo de alimentacion del parasito como sangre, mucosa intestinal o
gastrica.

e Tamafo del parasito. En este caso se relaciona la cantidad de sangre
tomada en la alimentacion parasita con el tamafio y las sustancias
anticoagulantes depositadas en los tejidos.

e Especies parasitas, ya que algunas especies son mas parasitas que
otras.

e Cantidad de parésitos: al aumentar el nimero de estos aumenta el efecto
patdgeno.

e Estado nutricional: cuando el estado nutricional del animal es
desfavorable se hace mas susceptible a las parasitosis y otras
enfermedades.

e Epoca del afio: cuando esta les brinda mejores condiciones a los

animales, estos son mas resistentes al parasitismo. (Garcia. et al;1999)

Los parasitos gastrointestinales que afectan a los bovinos en pastoreo
disminuyen las ganancias del productor. Esto sucede con mayor 0 menor
medida de acuerdo con la relaciébn que ocurra entre los siguientes factores:
namero de formas infectantes de parasitos que se encuentran contaminando
los potreros, caracteristicas de los paréasitos actuantes, edad de los animales

expuestos y aporte nutricional de las pasturas del potrero. (Cruz. et al; 2010)

Principales agentes etioldgicos gastrointestinales en bovinos

ORGANO ETIOLOGIA
ABOMASO Haemonchus
Ostertagia

Trichostrongylus

INTESTINO DELGADO Trichostrongylus

Cooperia
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Nematodirus
Bunostomum
Strongyloides
Moniezia

Eimeria spp
Cryptosporidium
CIEGO Y COLON Trichuris
Oesophagostomum

RUMEN Paramphistomum

4.6. Parasitismo

El parasitismo es una forma de somatoxemia basada en una dependencia
unilateral, en la cual uno de sus miembros, el parasito, se aloja transitoria
permanentemente en o sobre el hospedador con la finalidad de llevar a cabo
sus funciones de nutricién, ontogenia y reproduccion, produciéndoles a este un
dano.

Es una asociacion de tipo sinecologico que se establece en dos organismos
hetero especificos-parasitos- hospedador- durante la totalidad de sus ciclos
vitales y en la que el parasito vive a expensas de su hospedador, que es
utilizado como biotipo temporal o permanente, dejandole ademas la funcion de
regular una parte de sus relaciones con el medio ambiente, e incluso su propio
desarrollo.

No solo se utiliza el parasito a su hospedador como habitad temporal o
permanente, sino que ademas depende de este como fuente alimenticia, para
lo que utiliza los tejidos de su hospedador o bien otras materias nutricias que el
hospedador estd metabolizando continuamente para cubrir sus necesidades
eneérgicas y plasticas, de lo que resultan de un dafio, por lo menos potencial,

para su hospedador. (Quiroz, 2013)

4.7. Nematelmintos

Los nematodos son parasitos redondos en seccion transversa y estan

cubiertos por una cuticula mas o menos resistente a la digestion intestinal, se
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localizan en la mayoria de los 6rganos, sin embargo, es el tracto digestivo en
donde se encuentra la mayoria de las especies.

“Su aparato digestivo tiene una apertura anal en el extremo caudal, su
superficie se compone de una cuticula a celular, producida por la epidermis
subyacente”. (Quiroz, 2013)

La boca presenta estructuras semejantes dientes, placas quitinosas, y
conducto dorsal para adherirse al hospedador o alimentarse de él. El es6fago
esta provisto de una gruesa pared y lumen trirradiado, en la porcion posterior
esta la valvula intestinal, sigue el intestino formado por un tubo con una sola
capa de células y de lumen circular en corte transverso. Las células intestinales
tienen microvellosidades con funcion absorbente. Del intestino se abre en el
recto o cloaca en los machos, del recto pasa al ano que generalmente esta en
la cara ventral del extremo posterior.

El sistema nervioso esta formado por ganglios en la region del eso6fago con
interconexiones que forman una serie de anillos alrededor del mismo y
cordones nerviosos longitudinales. Tienen terminaciones nerviosas en las
papilas, actuando como érganos sensoriales, el aparato o sistema excretor
tiene funcidon osmoreguladora. (Quiroz, 2013)

Sistema reproductor, sus 6rganos estan formados por tubos, los 6rganos de
macho son testiculos, vesicula seminal, vaso deferente, conducto eyaculador
terminando en la cloaca. El aparato de la hembra esta constituido de un solo
ovario, oviducto, Utero, un receptaculo seminal y vagina. Los huevos de los
nematodos son de forma redondeada u oval, en algunas especies presenta una
cubierta muy gruesa y otro muy delgada. En algunos nematodos hay un
opérculo que facilita la salida del embrién, su cubierta esta formada por tres
capas: interna, media y lipidica. El tamafio de los huevos oscila entre 50 y 130

micras, aunque puede haber de mayor tamafio. (Quiroz, 2013)
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4.7.1. Clasificacion taxondmica de los nematelmintos

ORDEN SUPERFAMILI  FAMILIA SUBFAMILIA GENEROS
A
ASCARIDIA Ascaridae Ascaris
SUBORDEN Parascaris
ASCARIDINA Toxocara
Heterakidae Heterakis
Oxyurioidea  Oxyuridae Oxyuris
STRONGYLIDA | Ancylostomid Ancylostomidae Ancylostomina Bunostomun
SUDORDEN ae e
ATRONGYLINA Strongylidae
Strongylinae Strongylus
Oesophagosto  Oesophagostom
minae um
Otertagia
SUBORDEN Trichostrong  Trichostrongylida Trichostronylus
TRICHOSTRON | yloidea e Nematodirinae Nematodirus
GYLINA
SUBORDEN Strongyloididae
RHABDITIDA Trichuridae
CLASE Trichurinae Strongyloides
ADENOPHORE Trichuris
A Rhabditoidea
Trichuridae
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4.8. EL CONTROL TRADICIONAL DEL PARASITISMO INTERNO Y SUS
LIMITACIONES

La implementacion de los actuales programas de control de endoparasitos
en animales de produccion ha sido facilitada por la existencia de una amplia
variedad de productos antihelminticos (Lanusse, 1996) todos ellos con alta
eficacia contra nematodos gastrointestinales. Como los nematodos
gastrointestinales ocasionan graves perjuicios en el crecimiento de animales
jovenes (Steffan y Fiel, 1994) el uso de antihelminticos ofrece una respuesta
rapida y eficaz en el control del parasitismo clinico y subclinico. Sin embargo,
los antihelminticos proporcionan soluciones puntuales y transitorias, y no
disminuyen el riesgo de reinfeccion de los animales si éstos son mantenidos en
pasturas contaminadas. Por lo tanto, ninguno de ellos puede ser utilizado como
Unica herramienta de control, siendo necesario asociar los antihelminticos con
otras medidas, tales como el manejo de las pasturas, o pastoreo por mas de
una especie animal, edad y/o raza.

Ademas de no ser el unico modo de control a usarse, otras limitaciones del

uso de antihelminticos se mencionan a continuacion:

4.8.1. Resistencia antihelmintica:

La resistencia de cepas parasitarias a la mayoria de los grupos quimicos de
antihelminticos constituye un problema mundial que ocurre principalmente en
las regiones donde los animales son criados a pasto. (Nari y Hansen, 1999)

La practica de tratamientos supresivos y en épocas inadecuadas, de
acuerdo con el manejo habitual de los establecimientos y no relacionada con la
epidemiologia de las especies, torna mas dificil hallar soluciones concretas

para frenar el desarrollo del fenémeno de resistencia.

4.8.2. Residuos de drogas en alimentos:

La tendencia del mercado es evaluar la presencia de residuos quimicos en
productos animales -carne, leche o0 visceras- que pueden tornarse
significativamente riesgosos para la salud humana. Organizaciones
internacionales como la Organizacion para la Alimentacion y Agricultura de las
Naciones Unidas (FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), han
demostrado preocupacion por la presencia de residuos de medicamentos

veterinarios en alimentos de origen animal. (Padilha, 1996)
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Esta preocupacion determiné la creacion de comités de especialistas
encargados de evaluar los compuestos utilizados en el mercado y estimular el

desarrollo de métodos de controles no quimicos. (WHO, 1995)

4.8.3. Efectos ecotoxicos:

Las drogas antihelminticas del grupo de las avermectinas poseen
reconocida eficacia y comprobado poder residual. Estas son eliminadas
principalmente a través de las heces como droga activa, pudiendo alcanzar
organismos no-blancos, tales como microartropodos, los cuales poseen
actividad en la descomposicion de las heces en el ambiente y la incorporacion
de materia organica en el suelo. (Iglesias, 1998)

4.8.4. Desarrollo de nuevos antiparasitarios:

El desarrollo de nuevos compuestos resulta oneroso, no existiendo
perspectivas de grandes desarrollos en la préxima década (Borgsteede, et al;
1996), cuando si deberan ocurrir pequefias modificaciones quimicas en los
compuestos existentes (Hennessy,1997) Ademas, deberan ser estimuladas
medidas que enfaticen el uso adecuado de las drogas, teniendo en cuenta el
conocimiento farmacocinético, el comportamiento metabdlico de los
antihelminticos (Lanusse y Prichard, 1993) y otros aspectos que puedan influir
en su disponibilidad sistémica y eficacia, tales como el tipo de alimentacion,

restriccion alimenticia o parasitismo en los animales (Alvarez, et al; 1997).

4.8.5. Produccion organica de alimentos:
Los productos organicos deben obtenerse “sin el empleo de sustancias
quimicas sintéticas”; en este contexto, el empleo de antihelminticos en este tipo
de produccion no esta permitido, por lo que todo intento de control parasitario

debe hacerse en forma natural.

4.9. ALTERNATIVAS AL CONTROL QUIMICO DE LOS NEMATODOS

Las limitaciones mencionadas han sido, y contindan siendo, estimulo para
la busqueda de alternativas en el control de las helmintosis a fin de reducir o,
en ciertos casos, eliminar el uso de los antihelminticos. Varias opciones estan
siendo investigadas, principalmente estudios genéticos e inmunoldgicos en los
animales y la identificacion de enemigos naturales en la fase de vida libre de
los parasitos (Emery y Wagland, 1991) el conocimiento de mecanismos

asociados con la respuesta inmunoldgica de los animales parasitados y la
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seleccion de animales resistentes a helmintos (Bisset, et al; 1998). También
estan desarrollandose estudios sobre la influencia de la suplementacion
proteica en la dieta, que podria influir mejorando la respuesta a la vacunacion
y favoreciendo la inmunidad de los animales. Con respecto a los agentes
biéticos que puedan actuar sobre las formas de vida libre de los
tricostrongilideos, soélo en los ultimos afios se han intensificado sus estudios, a
pesar de haber sido registradas las primeras investigaciones hace mas de 100

afios (Coop,et al; 1995).

4.10. CONTROL BIOLOGICO

Se define como un método ecoldgico desarrollado por el hombre para
disminuir la poblacion parasita o plaga a densidades subclinicas aceptables o
para conservar esta poblacidén en niveles no perjudiciales usando antagonistas
naturales vivos (Gregnvold, 1996). El control biolégico podra ofrecer una
alternativa eficiente y segura en la reduccién de las poblaciones de larvas
infectantes de nematodos gastrointestinales en las pasturas.

Los nematodos tricostrongilideos desarrollan parte de su ciclo de vida en el
ambiente -fase externa- Para cumplir con éxito su ciclo, durante esta fase
necesitan superar las dificultades originadas por factores abiéticos y por una
gran barrera biologica formada por microorganismos que bloquean o limitan el
crecimiento de las poblaciones parasitarias (Reinecke,1970). Esos enemigos
naturales requieren nuestra atencion, pues pueden ser utilizados como
herramientas que reduzcan satisfactoriamente las cargas parasitarias de las
pasturas y, por lo tanto, de los animales.

El concepto de control biolégico es la profilaxis o prevencién de las
parasitosis, y su aplicacion se fundamenta en el uso de microorganismos que
puedan actuar en las fases de vida libre de los nematodos parasitos.

Dado que los nematodos tienen muchos enemigos naturales, varios agentes
han sido estudiados como posibles agentes de control bioldgico, encontrandose
entre ellos bacterias (Stirling,1991), hongos (Barron, 1977), protozoos
(Canning,1973), nematodos (Stirling,1991), y artropodos (Lehman vy
Reid,1993). Dentro de los que han mostrado tener un efecto de reduccion en

las poblaciones larvales de parasitos de rumiantes, pueden mencionarse los
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escarabajos de heces animales (Bryan, 1976), lombrices de tierra, y hongos
(Grgnvold, 1989).

4.11. Hongos Nemato6fagos

4.11.1. Generalidades

Los hongos nemat6fagos son microorganismos con la capacidad de atacar,
matar y digerir nematodos (adultos, juveniles y huevos). Aparte de su habilidad
nematéfaga muchos de estos hongos pueden también vivir saprofiticamente en
materia organica muerta, atacar a otros hongos (micro parasitos) y colonizar
raices de plantas como enddfitos. Hay mas de 300 especies de hongos
nematéfagos descritos, encontrados por todo el mundo, incluidas las regiones
polares. Los hongos son habitantes del suelo, generalmente mas frecuentes en
suelos con elevado contenido en materia organica. La mayoria de los
nematodos fitopatdgenos viven en el suelo y atacan a las raices de plantas. La
posibilidad de usar hongos nematéfagos para el control biolégico de nematodos
fitopatdgenos esta siendo por tanto investigada.

Los hongos nemato6fagos se dividen en cuatro grupos dependiendo de su
modo de infectar nematodos. El resultado de la infeccion es siempre el mismo:
un nematodo completamente digerido. Los nutrientes provenientes de los
nematodos son utilizados para formar nuevas estructuras fungicas (hifas,

esporas, etc.). Los cuatro grupos son:

4.11.2. Hongos atrapadores de nematodos

Estos hongos forman varios tipos de 6rganos atrapadores en sus hifas. Son
medios o buenos saproétrofos, y en muchos casos la formacién de las trampas
debe ser inducida por los propios nematodos. Hay dos mecanismos diferentes
en la funcion de las trampas: adhesivos y mecanicos. Sea cual sea el
mecanismo, el hongo penetra la cuticula del nematodo por la trampa formando
el bulbo de infeccion dentro del nematodo, a partir del cual las hifas troficas
crecen dentro del cuerpo y digieren sus contenidos. Géneros comunes de
hongos atrapadores de nematodos son Arthtrobotrys y Monacrosporium
(Barron, 1977).
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4.11.3. Hongos endoparésitos

Los endoparasitos utilizan sus esporas para infectar nematodos. Estos
hongos son a menudo parasitos obligados de nematodos, y fuera del cuerpo
infectado del nematodo aparecen sélo como estructuras de diseminacion. Las
esporas de estos hongos pueden ser zoosporas moviles (como las de
Catenaria spp.) que se enquistan sobre el nematodo adhiriéndose a ély penetra
la cuticula, conidios adhesivos (por ejemplo, en Drechmeria coniospora) o
conidios que son ingeridos (Harposporium spp.) por los nematodos

bacteriéfagos. (Barron, 1977)

4.11.4. Hongos parésitos de huevos

Estos hongos infectan estadios no moéviles (huevos) de nematodos.
Producen apresoris (estructuras de infeccion en los extremos de las hifas que
se adhieren a la cubierta del huevo. La cubierta del huevo es penetrada por el
hongo y el contenido es digerido. Los géneros mas comunes de este grupo son

Pochonia (=Verticillium) spp. y Paecilomyces spp. (Barron, 1977)

4.11.5. Hongos productores de toxinas

El hongo mas comun de este grupo es el descomponedor de madera
Pleurotus ostreatus (seta yesquera) y otros Pleurotus spp. Las hifas de estos
hongos unos "tallos" cortos que contienen una gota de toxina. Tras ponerse en
contacto con la toxina, el nematodo es rapidamente inmovilizado y las hifas del
hongo crecen quimio trépicamente (dirigidas) a través de la boca del nematodo,
que como en el caso de los anteriores hongos nematéfagos, es digerido.
(Barron, 1977)
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Ubicacion de estudio

El estudio se realiz6 en el laboratorio de Hongos Entomopatdgenos, en el
Centro de Investigacion y Reproduccion de Controladores Biologicos (CIRCB)
de la Escuela de Ciencias Agrarias y Veterinaria (ECAV), UNAN-Le0n, ubicado
1% Km al sureste de la ciudad de Leon, carretera La Ceiba. Presentando el
laboratorio condiciones controladas de 27° C y humedad relativa promedio de
75% la cual presenta las condiciones favorables para el desarrollo de los

hongos nematofagos.

5.2. Tipo de investigacion

Es una investigacion cualitativa descriptiva, dado que las muestras de larvas
nematodos fueron cedidas en determinado lapso de tiempo. Se observé un
fendbmeno y se describié el comportamiento de las muestras, Asi como también
el crecimiento y caracteristicas de los hongos en medio de cultivo PDA (Papa,
Dextrosa, Agar).

Las muestras de larvas de nematodos provenientes de diferentes fincas de
Ledn y Chinandega. Estas larvas se dejaron en tubos de ensayos de vidrio en

incubacion a 27°C. y 75% de humedad relativa por un periodo de seis dias.
5.3. Lainvestigacién se realiz6 en un solo momento

5.3.1. Montaje del aislamiento de los hongos en laboratorio de hongo
del CIRCB. UNAN, Leon.

a) Desinfeccién de materiales

Se procedio primeramente a lavar con detergente y cloro al 3% todos los
platos petri, tubos de ensayos, Biker. Los platos petri se esterilizaron,
previamente fueron envueltos con papelégrafo en paquetes de seis platos con
su respectiva tapa, sellandose con maskintape, para meterlos en bolsas
plasticas de cinco libras comunmente llamadas verduleras, se amarraron para
posteriormente ser introducidas a la olla de presion y esterilizadas a 125 ° C por

15 minutos.
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b) Extraccién e incubacion de las larvas.

Se hace la extraccion de materia fecal tomada directamente del recto del

bovino.

Se utilizé la técnica de coprocultivo de Roberts y O Sullivan (1949) para
obtencién de larvas de nematodos gastrointestinales. Se recolecta de 20 a 30
gr de materia fecal positivas en MC Master, Se homogeniza las heces hasta
obtener una masa uniforme; si las heces estan muy secas se humedecen con
agua destilada, si por el contrario se encuentran muy acuosa, se mesclan con

aserrin estéril para darle una consistencia uniforme.

Se encuba en un periodo de 7-10 dias de 27-30 grados monitoreando con
termémetro de maxima y minima la temperatura, para evidenciar tiempo de
variaciones, que puedan afectar la eclosién, desarrollo y sobrevivencia de la
larva. Se retiran los recipientes de la incubadora, adicionar agua comdn hasta
cubrir la mezcla de heces y verter los recipientes en un plato Petri, durante 4-8
horas para permitir que las larvas migren al plato, se colectan las larvas del
plato llenando un tubo de ensayo de quince ml con pipeta Pasteur y centrifugar
a 2000 rpm durante dos minutos a una temperatura baja de cuatro grados ,
descargar el sobrante dejando el cinco ml en el fondo del tubo, el cual contiene
las larvas concentradas, proceder al lavado de las larvas con soluciéon

sacarosa.
c) preparacion de PDA (Papa, Dextrosa, Agar)

Para la preparacion del PDA se usaron 300gr de papa, luego se puso a
hervir en 1.5t de agua durante 30min, la infusién de la papa se filtré6 en un
embudo al cual se le coloco algoddn para evitar residuos de la papa, se dejo
enfriar y al litro de infusion se le agreg6 25gr de Agar, 20gr de dextrosa y el
polvo de una capsula de amoxicilina de 500mg (para evitar el crecimiento de
bacterias), todos estos siendo mezclados al momento de su incorporacion a la
suspension, luego se sell6 con papel aluminio y maskintape para ser
introducido a la autoclave (olla de presién), se esper6é que alcanzara una
temperatura de 250 ©F, en un periodo de tiempo de 20 min. Luego fueron
vertidos en platos Petri y resguardados en la refrigeradora a 18 ° C. por 24

horas.
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d) Siembra en PDA

Se tomaron larvas muertas de los tubos de ensayo, las cuales fueron
extraidas con la ayuda de un asa, luego se inocularon tres larvas por plato petri,
el cual contenia PDA mas amoxicilina, las que se sellaron con papel Parafilm y
rotuladas con la informacion de campo, ndmero de repeticion y fecha de la
siembra. Posteriormente se depositaron en la incubadora a 27°C y a 75% de

humedad por un periodo de siete dias.

Se realizé una observacion de cada tres dias para poder caracterizar las
colonias de hongos en crecimientos, asi se observé el color, crecimiento,
abundante esporulacién, luego las muestras fueron agrupadas por las

caracteristicas antes mencionadas para su posterior identificacion. INTA

e) Aislamiento de los hongos

Se realiz6 a los siete dias posteriores de la siembra, una vez que se logré
ver el crecimiento y alcanzé la maduracion fisiologica de los primeras conidias,
con ayuda de un asa se tomé una muestra de conidias y se depositaron en un
nuevo plato Petri, siguiendo el procedimiento anterior hasta garantizar una cepa
pura de cada una de las diferentes colonias que crecieron en los platos iniciales

sembrados.

f) Siembra en porta objeto y observacion en microscopio

De las cepas puras aisladas se sembr6 en un porta objeto con PDA, para
gue estas crecieran y poder observar con mayor claridad las estructuras de los
hongos, esta observacion se realizé con el microscopio, enfocando con el lente
de 4X hasta llegar al de 40X donde se observé con claridad la estructura de los

hongos.

g) Caracterizacion de los hongos

Para la identificacion de los hongos se tendran en cuenta caracteristicas

macroscopicas y microscopicas como:
Caracteristicas macroscopicas:

o El color, la textura y pigmentacion de las colonias; asi como el cambio

de color del medio.
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Caracteristicas microscopicas:

o La morfologia de las conidias, tamafio y nimero de las mismas por
arreglo, si eran septados o no y la forma de las células.
o Hifas: si éstas eran hialinas y/o si eran septadas o no

o Produccién de clamidosporas

Para la observacion de las caracteristicas microscépicas en las cepas puras
aisladas se sembro en un porta objeto con PDA, para que estas crecieran y
poder observar con mayor claridad las estructuras de los hongos, esta
observacion se realizé con el microscopio, enfocando con el lente de 4X hasta
llegar al de 40X donde se observé con claridad la estructura de las conidias,
conidioforos, micelo y crecimiento de colonia. (Cooke y Godfrey, 1964)

26



No

M2

M3

M4

M5

M1

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla. 1 muestra el nUmero de especies y caracterizacion de hongos
aislados encontrados, en las muestras de larvas extraidas del tracto rectal de
bovinos de diferentes fincas, las cuales fueron 12, donde se trabaj6é en
repeticiones de tres cada una, dando 36 muestras, se aislaron 25 pero se
caracterizaron un total de cuatro hongos, dando lugar a tres hongos

nematofagos que son de nuestra importancia.

En comparacién con Gonzales Osorio (2013). Se procesaron muestras de
suelo de fincas localizadas en Cundinamarca y Boyaca, donde se identificaron
seis aislamientos: cuatro de Arthrobotrys oligospora y dos de Arthrobotrys

musiformis.

6.1. Tabla 1. Taxonomia de especies de hongos aislados de muestras

extraidas del tracto rectal de ganado bovino 2020.

w Filo Orden Familia Género Especie Caracterizacion

Fungi Hypocreale  Hypocreaceae Trichoderma identificada ~ Trichoderma 1
solo a nivel
de genero

Ascomycota

Fungi  Ascomycota  Eurotiales Trichocomaceae  Penicillium identificada  Penicillium
solo a nivel
de genero

Fungi  Ascomycota Hypocreale Hypocreaceae Trichoderma identificada ~ Trichoderma 2
solo a nivel
de genero

Fungi  Ascomycota Hypocreale Hypocreaceae Trichoderma identificada  Trichoderma 3
solo a nivel
de genero

Fungi  Ascomycota Eurotiales Trichocomaceae Paecilomyces identificada Paecilomyces
solo a nivel
de genero
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En la figura 1 se observan la presencia de cuatro géneros de hongos que

fueron encontrados en las muestras extraidas del tracto rectal del bovino,

siendo los principales géneros de mayor importancia: Trichoderma spp 33.30%,

Paecilomyces spp. 16.60% y Penicillium spp 25%.

Comparada con Martinez Garcia (2019) obtuvo resultados, de presencia de

13 hongos de distintas especies, siéndolos principales género Aspergillus con

30.76%, Rhizopus spp con 23.07, Trichoderma y Penicillium con un 15.38%,

8.25% de Geotrichum y Fusarium con 7.69 %.

Frecuencia
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Figura 1. Géneros hongos aislados de muestras de extraidas del

tracto rectal de ganado bovino, 2020.
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6.3. Caracterizaciones de las especies de hongos vista al microscopio
40x.

En las imagines, se observan cada muestra con: A) crecimiento de colonia,
B) Micelio, C) Conidioforo y D) Conidias, de acuerdo al tipo de especie del
hongo que se lograron identificar.

6.3.1. Imagen 1: Aspergillus

(A) Crecimiento | (B)Crecimiento (C) Crecimiento | (D) conidios
de colonia en | del micelio de conidioforo
plato con medio
de cultivo PDA

6.3.1.1. Caracteristicas macroscépicas
Inicialmente, el cultivo del hongo muestra un color blanquecino, luego pasa

a verde amarillento. No se ha observado reproduccién sexual en este moho,
pero las esporas asexuales (conidios) son faciles de distinguir y se liberan en
el aire.

Los conidi6foros son hialinos y en su mayoria tienen paredes rugosas.
Algunos aislados son predominantemente uniseriados, otros
predominantemente biseriados. Los conidios son grandes y lisos o finamente
rugosos. La temperatura de crecimiento 6ptima es de 32-36 ° C (Klich y Pitt
1988).

6.3.1.2. Caracteristicas microscopicas

Los conidiéforos eran incoloros y largos, algunos de ellos tenian septos
delgados, toda la parte externa de los conidi6éforos estaba cubierta de
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numerosas granulaciones y vesiculas globosas o subglobosas, en algunos

casos septadas en la base.

6.3.2. Imagen 2: Penicillium

(A) Crecimiento de | (B) Crecimiento | (C) Crecimiento | (D) conidios
colonia en plato | del micelio de conidiéforo
con medio de
cultivo PDA

6.3.2.1.  Caracteristicas macroscépicas

Presenté colonias de Penicilium que fueron de crecimiento rapido,
filamentosas y vellosas, lanosas o de textura algodonosa. Son inicialmente
blancas y luego se convierten en verde azuladas, gris verdosas, gris oliva,
amarillentas o rosadas con el tiempo. El reverso de la colonia fue de color palido

o amarillento. Caracteristicas similares que se le presentaron a Ames 2004.

6.3.2.2. Caracteristicas microscoépicas

Presentd micelios filamentosos, las hifas son septadas, lo que es
caracteristica de los ascomicetos. Los conididforos son verticilados (con
ramificaciones abundantes). Estos son delgados y de paredes lisas. Las
ramificaciones del conidi6foro tienen paredes lisas y fialides ampuliformes (con
forma de botella), y muchas veces con las paredes gruesas. Las conidias son
subglobosas hasta olipticas con paredes lisas cuando se observa con el

microscopio.
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6.3.3. Imagen 3: Trichoderma

| o/

(A) Crecimiento de | (B) Crecimiento | (C) Crecimiento | (D) conidios

colonia en plato | del micelio de conidi6foro
con medio de
cultivo PDA

6.3.3.1. Caracteristicas macroscopicas

Las colonias se reconocen facilmente por su crecimiento rapido y su
coloracién, blancas-verdes, amarillo-verdosas, las areas con conidios se

presentan con anillos concéntricos, ( Aragon,1988; Barnett y Hunter,1972).

El reves de las colonias e usualmente no coloreado, amarillo, amarillo-verde
y muchas especies producen grandes cantidades de clamidiosporas en cultivos

sumergido.

6.3.3.2. Caracteristicas microscopicas

El género Trichoderma en su estado vegetativo presento micelio con septos
simples. Present6 conidiéforo en forma de un racimo de uvas muy abundantes
y con abundancia de formacién de conidios. Las especies son haploides y su
pared esta compuesta por quitina y glucano. Se reproducen asexualmente por
conidios a como presento en sus resultados Martinez y Infante (2013).

Los conidiéforos son erectos, hialinos, en su mayoria ramificada, no
verticilada, los cuales pueden ser solitarios 0 en grupos. Las fialides son en
forma de botella, Unicas o en grupos, hinchadas en la region central pero
delgada hacia el apice; son hialinas y en angulo recto con respecto a los
conidiéforos. Los conidios (3 a 5 um) son unicelulares subglobosas u oblongas,

lisas 0 equinuladas, hialinas o verdes y ocurren en masas en los apices de las
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fiélides y de rapido desarrollo en medios sintéticos (Las esporas son los més
viables de los propagulos empleados en programas de biocontrol. La ventaja
del conidio de poseer una pared celular gruesa es la posibilidad de aislarlo de
su medio natural y que sobreviva a condiciones adversas, manteniéndolo en
dormancia hasta que las condiciones sean propicias para la germinacion a

como presentd en sus resultados Alvarez y Sivilay (2013).

6.3.4. Imagen 4: Paecilomyces

(A) Crecimiento de colonia en | (B)Crecimiento del micelo
plato con medio de cultivo PDA

6.3.4.1. Caracteristicas macroscopicas

Consistencia algodonosa color café cremosa, crecimiento expandido.

6.3.4.2. Caracteristicas microscopicas

Presenta hifas hialinas amarillosas, septadas, de paredes delgadas. La
mayoria presenta ramificaciones verticiliadas o irregularmente ramificadas,
llegaban en su parte terminal en cada rama grupos de fialides, estos consta de
una porcion basal cilindrica o inchada adelgazandose abruptamente a menudo

para formar un cuello muy notorio. (Bustillo, 2001)

Por lo tanto nuestros resultados coinciden con los de Martinez Garcia (2019)
respecto a las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de la existencia
de hongos nematofagos lo que nos indica que estamos a la preciencia de
estos. Imagen 1, 2,3y 4
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VII. CONCLUSIONES

En el estudio se aislaron 25 cepas de hongos procedentes de 12 muestras

de larvas de nematodos de diferentes fincas ganaderas.

Este hallazgo constituye el primer reporte del aislamiento y caracterizacion
de tres especies de hongos nematofagos Penicillium, Trichoderma vy
Paecilomyces, encontrados en las muestras de larvas provenientes de heces

extraidas del tracto rectal del bovino.
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VIII. RECOMENDACIONES

Aumentar el nimero de muestreos a nivel nacional para determinar la

diversidad de hongos nematofagos en Nicaragua.

Identificar de manera molecular cepas existentes en el laboratorio de
hongos UNAN-LEON.

Evaluar la efectividad del hongo en condiciones in vitro y campo.

Caracterizar las estructuras de atrapamiento de los hongos identificados.
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X. ANEXOS

A B C

Fig. 1. Lavado de platos petric, secado, sellado con papelografo y colocados
en bolsas plasticas para su posterior esterilizacion en la autoclave(olla de
presion).

Fig.2: Esterilizacién de platos y medios de cultivo
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Fig. 3: Preparacion de infucion de papa, elaboracion del PDA y vertido en

platos.
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Fig. 5. Extraccion de larvas de nematodos colocacion en platos petri con Agar
PDA (papa, Dextrosa y Agar)

Fig.6. variedades de hongos aislados y replicacion de cada uno de ellos para
obtener cepas puras
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Fig.7. siembra de cepas puras en placas y observacion en el microscopio
para su caracterizacion.
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Cronograma de Actividades

Julio Agosto | Septiembre Octubre Noviembre | Diciembre Enero Febrero
Actividad 1/2(3(4(1(2(3(4|1|/2|3(4|{1(2|3| 4 (1{2(3|{4| 1|/2|3{4(1|/2|3{4/1/2/3|4
Revision de
protocolo
Entrega de
larvas

Desinfeccion
y
Esterilizacion
de materiales

Elaboracion
del PDA

Siembra de
larvas en PDA

Observacion
del
crecimiento
de los hongos

Repeticion de
las muestras
de hongos

Siembra en
porta objeto

Observacion
de las
caracteristicas
microscopicas
de los hongos
en el
microscopio

Analisis de los
Resultados

Informe final
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Presupuesto

Categoria UM Descripcién cantidad |C.U. C$| Total, C$
materiales e insumos
papel toalla Rollo papel toalla 6 50 300
Alcohol Galén Alcohol 95% 2 500 1000
Bolsas rollo Bolsas verduleras 5lbr 1 300 300
papas lbr Papas 1lbr 7 20 140
Amoxicilina blister Amoxicilina 500mg 1 60 60
Total 1,800
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