e Cuernavaca, Mor., 15 de junio de 2020.

DR. RUBEN CASTRO FRANCO
COORDINADOR DE LA MAESTRIA EN MANEJO DE RECURSOS NATURALES
DEL CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS

Por este medio informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis intitulado: “"EFECTO DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DEL HONGO COMESTIBLE NEOLENTINUS PONDEROSUS SOBRE
EL NEMOTODO HAEMONCHUS CONTORTUS”, que presenta la alumna M.V.Z. LILIA FRANCISCA
MONTANEZ PALMA, mismo que constituye un requisito parcial para obtener el grado de MAESTRO EN
MANEJO DE RECURSOS NATURALES, lo encuentro satisfactorio por lo que emito mi VOTO DE
APROBACION para que la alumna contintie con los tramites necesarios para presentar el examen de grado

correspondiente.

Sin mas por el momento, quedo de usted.

Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia

Dra. Maura Téllez Téllez
Catedratica de posgrado del
Centro de Investigaciones Biolégicas

Av. Universidad 1001 Cal. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209,
Tel. (777) 328 70 29, Ext. 3511 / coord. posgradocib@uaem.mix




CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS
POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Maestria en Manejo de Recursos Naturales

5
€3

CENTRO DE
'“":}%";}32?522'35 Cuernavaca, Mor., 15 de junio de 2020.
UAEM

DR. RUBEN CASTRO FRANCO
COORDINADOR DE LA MAESTRIA EN MANEJO DE RECURSOS NATURALES

DEL CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS

Por este medio informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis intitulado: “EFECTO DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DEL HONGO COMESTIBLE NEOLENTINUS PONDEROSUS
SOBRE EL NEMATODO HAEMONCHUS CONTORTUS”, que presenta la alumna M.V.Z. LILIA
FRANCISCA MONTANEZ PALMA, mismo que constituye un requisito parcial para obtener el grado de
MAESTRO EN MANEJO DE RECURSOS NATURALES, lo encuentro satisfactorio por lo que emito mi
VOTO DE APROBACION para que la alumna contintie con los tramites necesarios para presentar el

examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento, quedo de usted.

Atentamente

Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia

bl %ot
__{)*\W,t
Dra. Liliana Aguilar Marcelino
CENID SALUD ANIMAL E INOCUIDAD, INIFAP

Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209,
Tel. (777) 329 70 29, Ext. 3511 / coord.posgradocib@uaem.mx




CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS
POSGRADO

Maestria en Manejo de Recursos Naturales

CENTRO DE
INVESTIGACIONES
BIOLOGICAS

UAEN Cuernavaca, Mor., 15 de junio de 2020.

DR. RUBEN CASTRO FRANCO
COORDINADOR DE LA MAESTRIA EN MANEJO DE RECURSOS NATURALES
DEL CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS

Por este medio informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis intitulado: EFECTO DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DEL HONGO COMESTIBLE NEOLENTINUS PONDEROSUS
SOBRE EL NEMOTODO HAEMONCHUS CONTORTUS *“ que presenta la alumna M.V.Z. LILIA
FRANCISCA MONTANEZ PALMA, mismo que constituye un requisito parcial para obtener el grado de
MAESTRO EN MANEJO DE RECURSOS NATURALES, lo encuentro satisfactorio por lo que emito mi
VOTO DE APROBACION para que la alumna continde con los tramites necesarios para presentar el
examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento, quedo de usted.

Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia

M en C. Ma. De Lourdes Acosta Urdapilleta

| Catedratica de posgrado del
Centro de Investigaciones Biolégicas

Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209, UA
Tel. (777) 329 70 29, Ext. 3511 / coord.posgradocib@uaem.mx

L

RECTORIA
2017-2023

Una universidad de excelencia




CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS
POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Maestria en Manejo de Recursos Naturales
620
&3

CENTRO DE
'“":}%";}325522'35 Cuernavaca, Mor., 15 de junio de 2020.
UAEM

DR. RUBEN CASTRO FRANCO
COORDINADOR DE LA MAESTRIA EN MANEJO DE RECURSOS NATURALES
DEL CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS

Por este medio informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis intitulado: EFECTO DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DEL HONGO COMESTIBLE NEOLENTINUS PONDEROSUS
SOBRE EL NEMOTODO HAEMONCHUS CONTORTUS “, que presenta la alumna M.V.Z. LILIA
FRANCISCA MONTANEZ PALMA, mismo que constituye un requisito parcial para obtener el grado de
MAESTRO EN MANEJO DE RECURSOS NATURALES, lo encuentro satisfactorio por lo que emito mi
VOTO DE APROBACION para que la alumna contintie con los tramites necesarios para presentar el

examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento, quedo de usted.

Atentamente

Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia

Dr. Gerardo Diaz Godinez

Catedratico de posgrado del
Centro de Investigaciones Bioldgicas

Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209,
Tel. (777) 329 70 29, Ext. 3511 / coord.posgradocib@uaem.mx




CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS
POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Maestria en Manejo de Recursos Naturales
o5
OO

CENTRO DE
INVESTI 10NE! . .
BIOLOGICAS Cuernavaca, Mor., 15 de junio de 2020.
UAEM

DR. RUBEN CASTRO FRANCO
COORDINADOR DE LA MAESTRIA EN MANEJO DE RECURSOS NATURALES
DEL CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS

Por este medio informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis intitulado: EFECTO DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DEL HONGO COMESTIBLE NEOLENTINUS PONDEROSUS
SOBRE EL NEMOTODO HAEMONCHUS CONTORTUS “, que presenta la alumna M.V.Z. LILIA
FRANCISCA MONTANEZ PALMA, mismo que constituye un requisito parcial para obtener el grado de
MAESTRO EN MANEJO DE RECURSOS NATURALES, lo encuentro satisfactorio por lo que emito mi
VOTO DE APROBACION para que el alumno contintie con los tramites necesarios para presentar el

examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento, quedo de usted.

Atentamente
Por una humanidad culta
Una universidad de excelencia
a

//}?/v A ﬂr/}::b

Dr. Ed ar Martinez Fernandez
Catedratico de posgrado del
Centro de Investigaciones Bioldgicas

Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209,
Tel. (777) 329 70 29, Ext. 3511 / coord.posgradocib@uaem.mx

Una universidad




CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS

POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Maestria en Manejo de Recursos Naturales
o5
Co2

CENTRO DE
INVESTIGACIONES
BIOLOGICAS

CAEL Cuernavaca, Mor., 15 de junio de 2020.

DR. RUBEN CASTRO FRANCO
COORDINADOR DE LA MAESTRIA EN MANEJO DE RECURSOS NATURALES
DEL CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS

Por este medio informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis intitulado: EFECTO DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DEL HONGO COMESTIBLE NEOLENTINUS PONDEROSUS SOBRE
EL NEMOTODO HAEMONCHUS CONTORTUS “, que presenta la alumna M.V.Z. LILIA FRANCISCA
MONTANEZ PALMA, mismo que constituye un requisito parcial para obtener el grado de MAESTRO EN
MANEJO DE RECURSOS NATURALES, lo encuentro satisfactorio por lo que emito mi VOTO DE
APROBACION para que la alumna continte con los tramites necesarios para presentar el examen de
grado correspondiente.

Sin mas por el momento, quedo de usted.

Atentamente
Por una humanidad culta
UNA UNIVERSIDAD DE EXCELENCIA

Dr. Guadalupe Peia Chora
Catedratico de posgrado del
Centro de Investigaciones Biologicas

Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209,
Tel. (777) 329 70 29, Ext. 3511 / coord.posgradocib@uaem.mx




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electrénica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

GUADALUPE PENA CHORA | Fecha:2020-07-22 20:03:07 | Firmante
jqo/CcyokUPYH12G1UorHWIhShX8AumLgkYPJDe2dj2DgODDVR7BvjU9IG+v18u+qvYMZYExwPFBs+pqUUYDF 1LrxYITH2NgtBK2CBNkx0j5/E0cKvhpma3wCGeEIJIz1UL/ber
uWKwQJCCFJEFI4hOLH9K3HQD+FB8CfWHGgOfQuKaTYZIySER1UdmIBeyfdzOLeuCHWYMpvzl41VPsP9VgW+8sIM5AISNT3gppdus16an/baRrA06FwmeQ5B/ZCtOkjhwbAyq
8UG67qUr8+UO30Y XteBOpeitpJegMLmrMHOueBIs/mImZhwHqSNjwpOxVq8yCAcHioliXmal9w==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

16hj5Y

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/IB3jJPX3rMSSnZ7np1npNeGsZeyXBL7B



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/IB3jJPX3rMSSnZ7np1npNeGsZeyXBL7B

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

25
€3

CENTRO DE
INVESTIGACIONES
BIOLOGICAS
UAEM

MAESTRIA EN MANEJO DE RECURSOS
NATURALES ORIENTACION
PROFESIONALIZANTE

“EFECTO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO

C

DEL HONGO COMESTIBLE NEOLENTINUS

PONDEROSUS SOBRE EL NEMATODO
HAEMONCHUS

CONTORTUS”

T E S I S
PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRO EN MANE]JO
DE

RECURSOS NATURALES

P RESENTA
M.V.Z. LILIA FRANCISCA MONTANEZ PALMA

DIRECTOR

DRA. MAURA TELLEZ TELLEZ

CODIRECTOR
DRA. LILTANA AGUILAR MARCELINO

, MORELOS AGOSTO, 2020
UERNAVACA









UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE
MORELOS CENTRO DE INVESTIGACIONES
BIOLOGICAS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

MAESTRIA EN MANEJO DE RECURSOS
NATURALES ORIENTACION
PROFESIONALIZANTE

“EFECTO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO
DEL HONGO COMESTIBLE NEOLENTINUS

PONDEROSUS SOBRE EL NEMATODO
HAEMONCHUS
CONTORTUS”

T E S I S

PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRO EN MANE]JO
DE

RECURSOS NATURALES

P R E S E N T A

LILIA FRANCISCA MONTANEZ PALMA

DIRECTOR

DRA. MAURA TELLEZ TELLEZ

CODIRECTOR

%El@i\é DRA. LILIANA AGUILAR MARCELINO
‘QX .

CENTRO DE
INVESTIGACIONES
OLOGICAS
- lI]Alﬂl:l " CUERNAVACA, MORELOS AGOSTO, 2020






DEDICATORIA

A Dios por cada dia de vida.

A mis amados hijos Daniela y Diego quien son mi mayor motivacién y mi luz para
poder lograr muchas cosas en esta vida; con todo mi amor quiero dedicatles esto
también para que vean en mi un pequefio ejemplo de que si se quiere se puede, que no
hay edad para poder cumplir los suefios que mas anhelamos y sobre todo que yo sé que
son personas realmente especiales que podran lograr cosas maravillosas y que seran

capaz de dejar una huella positiva en este mundo.

A mi companero de vida Josué por la paciencia, confianza y el apoyo que siempre me ha

brindado, por que siempre ha estado ah{ para mi. Te amo.

A mis padres y familiares que siempre han estado presente en mi vida y que siempre me

han apoyado en todo.






AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por la beca otorgada (No.

885238) para la realizacion de los estudios de maestria y financiamiento de éste proyecto.

Al Centro de Investigaciones Biologicas (CIB) de la Universidad Auténoma del Estado
de Morelos, por permitirme realizar los estudios en la Maestria en Manejo de Recursos

Naturales, asi como al personal administrativo por su apoyo.

Al CENID SALUD ANIMAL del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) quienes me recibieron muy calidamente y con quienes
he desarrollado mis habilidades en la investigacion, también a todos mis compafieros de

laboratorio por su amistad brindada.

A mi directora de tesis la Dra. Maura T¢éllez Téllez, por su apoyo, por compartirme su
conocimiento, por guiarme e instruirme en este proyecto, por que sin sus valiosos

comentarios no lo hubiera podido lograr.

A mi codirectora de tesis la Dra. Liliana Aguilar Marcelino, por su paciencia, sus
consejos, su amistad; por compartirme sus conocimientos sin limite alguno y sobre todo

su confianza hacfa mi persona, muchas gracias.

A la Dra. Ma. de Lourdes Acosta Urdapilleta, por compartirme todo su conocimiento
en este maravilloso mundo de los hongos, por ensefarme lo facinante que pueden ser,

por sus recetas, por guiarme, por su infinita paciencia y amabilidad hacia mi.

Dr. Gerardo Diaz Godinez por su conocimiento, sus aportes y sus valiosos

comentarios, durante la realizacion de este trabajo.



Al comité revisor: Dr. Guadalupe Pefia Chora y el Dr. Edgar Martinez Fernandez por sus

valiosos comentarios, aportaciones y observaciones para mejorar el presente estudio.






INDICE

1.RESUMEN
2. INTRODUCCION

3. ANTECEDENTES
3.1 LAS PARASITOSIS GASTROINTESTINALES DEL GANADO
3.1.1 CONTROL QUIMICO
3.2 ALTERNATIVAS DE CONTROL
3.2.1 VACUNAS
3.2.2 PARTICULAS DE COBRE
3.2.3 PASTOREO ROTACIONAL
3.2.4 CONTROL BIOLOGICO
3.2.5 PLANTAS MEDICINALES
3.4 HONGOS COMESTIBLES
3.4.1 CICLO BIOLOGICO DE LOS HONGOS MACROMICETOS
3.5 GENERO PLEUROTUS SPP.
3.5.1 EL HONGO PLEUROTUS SPP. COMO AGENTE POTENCIAL DE
CONTROL DE NEMATODOS PARASITOS
3.6 NEOLENTINUS PONDEROSUS
3.6.1PROPIEDADESMEDICINALESDENEOLENTINUS19
PONDEROSUS
37 USO Y CUIDADO DE ANIMALES DESTINADOS A LA
INVESTIGACION
3.8 JERBOS (MERIONES UNGUICULATUS)
3.9 HAEMONCHUS CONTORTUS
3.9.1. BIOLOGIA
3.9.2. TAXONOMIA
3.9.3. FISIOLOGIA
3.9.4. CICLO BIOLOGICO DEL NEMATODO PARASITO DE OVINOS
HAEMONCHUS CONTORTUS
4. JUSTIFICACION
5. OBJETIVOS

© o0 oo NN N N ot O DN e

e O S
(S 2 DR NS I S R R

17

19

21
25
22
23
24
25

27
27



5.1 OBJETIVO GENERAL
5.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

6. HIPOTESIS
7. MATERIAL Y METODOS

7.1 LOCALIZACION
7.2 CEPA DE N. PONDEROSUS
7.2.1. CONDICIONES DE CULTIVO Y BIOMASA DE NEOLENTINUS
PONDEROSUS
7.3 NEMATODOS
7.3.1 PRODUCCION DE HAEMONCHUS CONTORTUS (Ls)
7.3.2 LIMPIEZA DE LARVAS DE HAEMONCHUS CONTORTUS
733 ELIMINACION DE LA VAINA DE LARVAS (L;) DE
HAEMONCHUS CONTORTUS
7 4ANIMALESEXPERIMENTALESJERBOS(MERIONE S34
UNGUICULATUS)
7.5 OBTENCION DEL EXTRACTO ORGANICO DEL HONGO
COMESTIBLE NEOLENTINUS PONDEROSUS
7.51 EVALUACION IN IVITRO DEL EXTRACTO DEL HONGO
NEOLENTINUS ~ PONDEROSUS CONTRA  LARVAS
INFECTANTES (Ls) DEL NEMATODO PARASITO DE OVINOS
HAEMONCHUS CONTORTUS DE SIETE, 14Y 21 DLAS
7.6 ANALISIS ESTADISTICO
7.7EVALUACIONDELAACTIVIDADDELEXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DEL HONGO N. PONDEROSUS EN JERBOS
INFECTADOS CON EL NEMATODO H. CONTORTUS.
7.7.1 DESPARASITACION
7.7 2INMUNOSUPRESIONDEJERBOS(MERIONES41
UNGUICULATUS) E INFECCION ARTIFICIAL CON LARVAS SIN
VAINA DE HAEMONCHUS CONTORTUS
7.7.3 DISENO EXPERIMENTAL

27
27

28
28
30
30
31

31

31

32
34

35

37

39

40

40

42



7.7.4 SACRIFICIO DE JERBOS, BUSQUEDA Y CUANTIFICACION DE
ESTADIOS ENDOPARASITOS DE HAEMONCHUS CONTORTUS

EN ESTOMAGO Y MUCOSA
7.8 ANALISIS ESTADISTICO
8. RESULTADOS
8.1 EVALUACION IN I"ITRO DEL EHNP CONTRA LARVAS (Ls)
HAEMONCHUS CONTORTUS A SIETE, 14, 21 DIAS DE
INCUBACION
8.2 EVALUACION IN IO DEL EHNP CONTRA LARVAS (Ls)
HAEMONCHUS CONTORTUS EN JERBOS
9. DISCUSION
10. CONCLUSIONES
11. PERSPECTIVAS
12. LITERATURA CITADA
12.1 DICTIOTOPOGRAFIA
13. ABREVIATURAS
14. ANEXOS
14.1 ELABORACION DE COPROCULTIVO
14.2 TECNICA DE BAERMANN
14.3 METODO MC MASTER

43

45
45
45

50

55
59
59
60
81
83
85
85
87
89

INDICE DE FIGURAS
INDICE DE TABLAS

91
95




1. RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto zz vitro e in vivo del extracto
hidroalcohodlico de Neolentinus ponderosus (EHNP) sobre el nematodo Haemonchus contortus. La
cepa de N. ponderosus fue proporcionada por el cepario del Laboratorio de Micologia del
CIB, UAEM. El hongo N. ponderosus se crecié6 en medio liquido de papa dextrosa (PD)
durante siete, 14 y 21 dias a 120 rpm y 25 °C. Posteriormente, se obtuvo el extracto
hidroalcohdlico del hongo, se realizaron bioensayos zz vitro en placas de 96 pozos se
conformaron por nueve series, la primera serie (grupo testigo negativo: agua destilada), la
segunda serie (grupo testigo positivo: antihelmintico comercial: ivermectina 5 mg/mlL), de
la serie tres a la nueve (grupos tratados) a diferentes concentraciones del EHNP. Los
resultados de la evaluacion de la actividad 7z vitro del EHNP de siete dias contra larvas
infectantes (L) de H. contortus mostraron la mayor mortalidad (97%) a una concentracion de
3.4 mg/ml., una CLs de 0.55 mg/ml y CLo de 2 mg/mL a las 72 h. Postetiormente, se
evalué la actividad 7z vivo de EHNP usando como modelo experimental el jerbo (Meriones
unguiculatus) contra larvas (Ls) de H. contortus. El disefio experimental consistié en cuatro
grupos con seis animales cada uno (12 machos y 12 hembras); 1) agua destilada,

2) fenbendazol a 20 mg/kg pv, 3) EHNP una dosis de 81 pg/mL y 4) EHNP a una
dosis de 40 pg/ml. En la evaluacién iz vivo la mayor mortalidad fue de 49% a las 72
horas a una concentracién de 81 pg/mL p.v. Aunque el EHNP demostré tener
actividad nematicida, se deben realizar experimentos adicionales, usando diferentes
niveles de dosis y dias de aplicacién, probar su efectividad en ovinos e identificar los

metabolitos bioactivos.



2. INTRODUCCION

En México existen cuatro sistemas de produccién de ovinos que son clasificados de la
siguiente manera: 1) La empresarial, generalmente con rebafios estabulados, son los
sistemas en que se cuida la eficiencia productiva del rebafio, existe inversiéon, uso de
tecnologia avanzada y asesoria técnica profesional. Su unico objetivo es la rentabilidad. 2)
La llamada ganaderia social o tradicional, donde se tienen ovejas de traspatio, sin ningin
manejo y el objetivo es como un mecanismo de ahorro, en el cual invierten poco tiempo en
el cuidado de las ovinos y a cambio no les exigen mas produccién que la que naturalmente
sobreviva. 3) La combinacion de sistemas, en el que destaca el pastoreo con la estabulacion
parcial. Aunque la gran mayoria de los sistemas pecuarios de ovinos tienen problemas en
los aspectos de reproduccion, nutricion, sanitarios, comercializacion, administrativos y en
las construcciones y equipos. 4) La de pasatiempo, generalmente lo hacen personas con alto
poder adquisitivo. Compran sementales y vientres caros sin importarles el nimero ni la
produccion de ellos. Son sistemas que no necesariamente son eficientes en su produccion y
por supuesto: no son rentables (Arteaga, 2006; De Lucas y Arbiza, 2006; Martinez-
Gonzalez et al., 2010). También se distinguen por regiones: el norte, que basa su produccion
en ovejas de lana y razas de carne que produce el ganado cruzado (Suffolk o Hampshire) las
regiones sur y suroeste se describen con caracteristicas tropicales en las que se destacan las
razas de pelo (Pelibuey y Black Belly), aunque actualmente se han incorporado razas

especializadas para la produccién de carne (Dorper y Katahdin) (Hernandez-Marin, 2017).

El inventario de produccion anual nacional ovina en México de acuerdo con las
estadisticas del Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) es de
8,902,451 cabezas de ganado (SIAP, 2017) mientras que, el inventario de poblacion en el
estado de Morelos es de tan s6lo 63,063 cabezas de ganado (SIAP, 2017).



La produccion eficiente de ovinos requiere de buenas practicas de gestion que
incluyen la alimentacién adecuada y el cuidado de la salud, ademas de la seleccién y
desarrollo de razas de animales bien adaptados a los entornos especificos de produccion
(FAO, 2017). La produccién ovina ha tenido un auge importante en los dltimos afios; de
acuerdo con la SIAP y la informacién de las diferentes delegaciones de la SAGARPA en
México se registré una produccion anual de 8,792,663 cabezas de ganado en el afo
2016, la produccién mensual fue de 538 toneladas de carne ovina para el estado de
Morelos. Sin embargo, y a pesar de que la ovinocultura nacional ha ganado terreno en la
produccion y se ha consolidado como una actividad econémicamente importante (FAO,
2017; SIAP, 2017), existen factores que limitan su potencial. Entre estos factores se
encuentran las parasitosis causadas por nematodos gastrointestinales (NGI) que son un
grupo de parasitos que ejercen un efecto perjudicial en la salud animal y son
considerados como uno de los principales grupos de parasitos que causan pérdidas

econémicas (Rodriguez-Vivas, 2017).

Hasta ahora el principal método de control de los NGI consiste en la utilizaciéon de
antihelminticos quimicos (e.j. lactonas macrociclicas, benzimidazoles e imidazotiazoles),
pero el uso indiscriminado a nivel mundial y nacional ha dado lugar al problema de la

resistencia antihelmintica (Zapata-Garza, 2017).

Los NGI causan una disminuciéon en el potencial zootécnico afectando la salud de los
ovinos, principalmente en las zonas tropicales, subtropicales y templadas en donde la
temperatura y la humedad favorecen la continua proliferacion de los NGI (Partida de la
Pena et al., 2013). El nematodo Haemonchus contortus presenta la mayor prevalencia a nivel
mundial y nacional (Rodriguez-Vivas e al., 2017). Debido al creciente aumento de la
resistencia antihelmintica es necesario y urgente buscar nuevas estrategias/métodos que

brinden una alternativa sostenible y eficaz para el control de los NGI.



Los hongos han sido considerados dentro de los principales antagonistas naturales de los
nematodos de plantas y animales. Los hongos comestibles son reconocidos como un
alimento funcional, un valioso recurso nutracéutico y de medicina natural (Heleno ez a/,
2013). Entre las diferentes propiedades terapéuticas destacan su uso como: anti-
inflamatorios, inmunomoduladores, antihipertensivos, cardioténicos, — anti-virales,
citostaticos,  anti-microbianos,  anti-cancerigenos,  antioxidantes, insecticidas y

antiparasitarios (nematicidas) (Pineda-Alegria ez al., 2017; Aguilar-Marcelino e al., 2017a).

La importancia de los macromicetos radica en su papel dentro del ciclo del carbono,
degradando materiales recalcitrantes como la lignina, por tal motivo es frecuente
colectarlos asociados a arboles en descomposicion. Los macromicetos poseen la
capacidad de degradar una gran variedad de compuestos de estructura aromatica debido
a que producen enzimas lignoliticas de gran importancia biotecnoldgica, ya que son
inespecificas y son excretadas por el hongo ante la presencia del sustrato recalcitrante
como unica fuente de carbono (Leonowicz ef al, 1999; Lodge et al., 2004). El hongo
Neolentinus ponderosus es un hongo comestible nativo del estado de Morelos con potencial
para su cultivo (Zuluaga-Jiménez ez al., 2017). Este hongo posee un importante valor
nutricional en cuanto a vitaminas y minerales, ademas de otros componentes como
aminoacidos y polisacaridos considerandose asi una importante alternativa alimenticia
(Mata-Milagro, 1999); sin embargo, hasta el momento no se ha notificado ninguna
actividad biolégica de N. ponderosus por tal motivo, en la presente investigacion se
estudi6 el efecto del extracto hidroalcohdlico del hongo comestible N. ponderosus contra

el nematodo H. contortus in vitro e in vivo utilizando como modelo experimental el jerbo.



3. ANTECEDENTES

3.1 Las parasitosis gastrointestinales del ganado

Las parasitosis gastrointestinales provocan enfermedades que conllevan a la disminucién del
potencial zootécnico repercutiendo en la rentabilidad de las explotaciones ganaderas
(Mavrot et al., 2015). Los NGI son un grupo de parasitos que ejercen un efecto perjudicial
en la salud animal y son considerados como uno de los principales grupos de parasitos que
causan pérdidas a nivel nacional y mundial (Charlier e 4/, 2012). Los nematodos de la
familia Trichostrongylidae son los principales causantes de las parasitosis en los rumiantes.

Este grupo incluye al género Haemonchus (Zatlenga et al., 2016).

El impacto econémico mundial ocasionado por el nematodo H. contortus esta
calculado en mas de 400 millones de ddlares (MDD) al afio en Australia y los costos
anuales solo por tratamientos son de 26 MDD en Kenia, de 46 MDD en Sudafrica y de
103 MDD en la India (Sacket ef al., 2006). Las parasitosis gastrointestinales (PG) del
ganado son enfermedades que ocasionan un impacto econémico negativo a nivel
mundial. En México se han notificado pérdidas de $8,902 millones de pesos en el
potencial zootécnico de los rumiantes, interfiriendo en la rentabilidad de las

explotaciones ganaderas (Rodriguez-Vivas ez al., 2017).

Los signos clinicos que provocan los NGI son: debilidad, diarrea, edema submaxilar,
anorexia, baja conversion alimenticia, bajos indices de fertilidad y en corderos jévenes,

la muerte.

El nematodo H. contortus se encuentra en el abomaso de los ovinos y es considerado
como el NGI con mayor prevalencia a nivel mundial (Gonzalez-Gardufio ez al, 2011,
Gebresilassie y Tadele, 2015) causando una enfermedad conocida como la haemonchosis
ovina (Besier ef al., 2016). Dentro de los grupos de drogas quimicas que se usan para

controlar a los NGI se encuentran los bencimidazoles, imidazotiazoles, y lactonas



macrociclicas (Chagas ¢ al., 2016; Bordes ez al., 2020; Hinney et al., 2020; Arsenopoulos
et al., 2020). Estos productos han servido para disminuir “parcialmente” las parasitosis;
no obstante, el uso indiscriminado y constante de estos productos quimicos ha
desencadenado el problema de la resistencia antihelmintica (RA) en los NGI de

rumiantes (Cintra e al., 2016; Claerebout et al., 2020).

La RA ha sido asociada a polimorfismos o mutaciones genéticas en una de las
moléculas diana de los parasitos, dando como resultado que los mecanismos de
toxicidad de los antihelminticos no estén funcionando de forma adecuada (Encalada-
Mena et al., 2014; Areskog et al., 2014; Dzhafarov ez al., 2016). El uso excesivo de
antihelminticos es considerado como un riesgo ecotoxicolégico al suelo, las plantas y los
mantos acuiferos; ya que algunos medicamentos pueden ser eliminados en forma activa
junto con las heces poniendo en riesgo a organismos benéficos como la fauna edafica
asoclada al estiércol de los pastizales (Lumaret y Errouissi, 2002; Lumaret ez a/., 2012).
Muchos de estos organismos “no blanco” desempefian un papel vital en los procesos de
dispersion y descomposicion del estiércol. Los escarabajos estercoleros e.g. Onthophagus
landolti y Canthon indigacens chevrolati (Basto-Estrella ef al., 2016) corresponden a uno de los
grupos taxonoémicos mas importantes de organismos asociados al estiércol (Martinez y
Cruz, 2009; Lopez-Collado ez al., 2017). Al alimentarse de excretas que los animales
depositan sobre los pastizales, contribuyen a la producciéon de materia organica y la

cantidad de elementos minerales disponibles.

Los escarabajos desgajan, reparten y entierran las heces, acelerando el proceso de
incorporaciéon al suelo a la vez que lo fertiliza; sin su actividad, la acumulacion de las
excretas serfa perjudicial para los ecosistemas (Martinez y Cruz, 2009; Lumaret ¢f al., 2012).
En este contexto, es evidente la busqueda de métodos alternos y sostenibles

complementarios que reduzcan la necesidad del uso de los productos de origen quimico.



3.1.1 Control quimico

Debido al creciente desarrollo de la resistencia antthelmintica es necesario investigar
nuevas estrategias alternativas al control quimico de los NGI. Aunado a esto, en afos
recientes se ha puesto mucho énfasis a nivel mundial en disminuir el uso de
medicamentos de origen quimico en los animales para consumo humano, ya que los
productos y subproductos (leche, carne, lana y viceras) pueden contener residuos
quimicos contaminantes ademas de amenazar al ambiente ya que algunos medicamentos
pueden ser eliminados en su forma activa junto con las heces poniendo en riesgo a

organismos benéficos (Dobson ¢7 al., 2011).

3.2 Alternativas de control

Dentro de las alternativas que estan siendo investigadas para el control de NGI se
encuentra: a) la produccién de vacunas contra helmintos (Zhao ef al., 2011; Knox, 2011).
El antigeno “H-11" se ha utilizado para la producciéon de vacunas contra H. contortus, e
incluso ya existe de forma comercial “Barverax” (Martinez, 2010), la actividad de la
proteina recombinante (rHc23) es una vacuna para inmunizar a conderos contra H.
contortus (Alunda ez al., 2013); b) La utilizacién de particulas de cobre; c) Pastoreo
rotacional (Mandaluniz ez al, 2015); d) El control bioldégico basado en el uso de
enemigos naturales (Gronvold ez al., 1996); e) El uso de extractos de plantas (De Jesus-

Gabino ef al., 2010; De Oliveira ef al., 2011; Paez-Le6n et al., 2018).

3.2.1 Vacunas

Existen dos clases: antigenos ocultos y convencionales. Las vacunas de antigenos ocultos
son eficaces contra el estadio L4 del nematodo H. comtortus, las vacunas convencionales
podrian ser igualmente eficaces para parasitos hematéfagos o ectoparasitos. Los resultados

obtenidos hasta el momento son alentadores ya que indican que se ha logrado



una reduccion en el conteo de huevos (HPG) (Figura 1) de NGI de un 82%, posterior a

la aplicacién de cuatro dosis de la vacuna “Barverax” (Castells ez al., 2013).

Figura 1.- Huevo de Haemonchus contortus. Fuente: Propiedad de la autora del presente
estudio.

3.2.2 Particulas de cobre

La administracion oral de bolos que contienen particulas de 6xido de cobre fueron
desarrolladas para el control de las deficiencias de cobre en rumiantes. Estos bolos liberan
particulas de cobre las cuales se trasladan en el tracto digestivo del animal para ubicarse en
la mucosa de los pliegues del abomaso. A su vez, como el cobre ha demostrado tener un
efecto toxico sobre los NGI, se inici6 el estudio del efecto de estos bolos en la reduccion

del establecimiento de los parasitos en el abomaso (Castells ez /., 2013).

3.2.3 Pastoreo rotacional

El pastoreo rotacional intensivo consiste en pastorear un area determinada en un periodo
de tiempo relativamente corto, antes de que los animales sean cambiados a una nueva 4rea.
Este método involucra el uso de periodos cortos de pastoreo intensivo (una alta presion
animal) con periodos largos de descanso donde la pradera se recupera, es un buen método

para el control de cargas parasitarias en los animales (SAGARPA, 2017). Existen



evidencias de que, en los sistemas de pastoreo rotacional (Figura 2), algunas variantes
son mas eficaces que otras para el control parasitario, lo cual estd en estrecha relacién

con el tiempo de reposo que se le brinde al potrero (Mandaluniz e al., 2015).
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Figura 2.- Esquema general del pastoreo rotacional. Fuente: Propiedad de la autora del
presente estudio.

3.2.4 Control biolégico

Gronvold e al. (1996) definen al control biolégico como un método ecoldgico diseniado
por el hombre para disminuir las poblaciones parasitarfas a un nivel subclinico
aceptable, conservando estas poblaciones parasitarias a un nivel subclinico aceptable,
conservando estas poblaciones en un nivel no perjudicial gracias a organismos

antagonistas o enemigos vivos naturales.

Resulta fundamental entender que el control biolégico como una medida reguladora
cuyo objetivo no es acabar con el organismo blanco, sino controlar su poblacién para
reducir sus efectos nocivos (Larsen, 2000), a diferencia de los compuestos
antihelminticos, que fueron elaborados con el propodsito de eliminar la totalidad de los

parasitos (NGI) del animal (Larsen, 2000).



3.2.5 Plantas medicinales

Las plantas medicinales con alto contenido de metabolitos secundarios, tienen actividad
antihelmintica y son una opcién, debido a la presencia de algunos compuestos fendlicos
como los flavonoides y taninos (Torres-Acosta ef al., 2012; Olmedo e al, 2017). Estas
poseen potencial para tratar infecciones parasitarias de animales de produccién; sin
embargo, la evidencia cientifica sobre la eficacia antiparasitaria de extractos botanicos es
limitada, independientemente de su amplio uso tradicional. Por esto, su validaciéon es muy
necesaria antes de adoptarlas como un nuevo método de tratamiento (Mayoral-Pefa ef al.,
2017; Moreno et al., 2010). La planta Moringa oleifera Lam. conocida comunmente como
moringa o ben, es una especie de arbol originario del norte de La India. (Paez-Ledn ef 4l,
2018). Recientemente se ha demostrado que M. olifera tiene la presencia de importantes
fitoquimicos responsables de sus propiedades curativas. En uno de los primeros estudios
exhaustivos sobre la composicion quimica de esta especie se reveld que es rica en varias
sustancias muy peculiares, como glucosinolatos, isotiocianatos, flavonoides, antocianinas,
proantocianidinas y cinamatos (Benett ez a/, 2003). Paez-Ledn ef al., (2018) notifica que el
extracto de acetato de etilo (AcOET) de la planta M. olkifera presentd un efecto inhibitorio
contra la eclosiéon de huevos y la mortalidad de larvas infectantes L3 del nematodo parasito
de ovinos H. contortus, por lo que se puede utilizar como una alternativa de control.

En otro estudio realizado iz vitro se evalud el efecto del extracto hidroalcohélico
(EHA) de vainas de Caesalpinia coriaria sobre la mortalidad de larvas Ls de H. contortus
donde la fraccién organica (FAcOEt) muestran una actividad biolégica importante
contra H. contortus, que puede ser aprovechada para generar una alternativa al uso de los
antihelminticos quimicos que se utilizan tradicionalmente para el control de la parasitosis
gastrointestinal en pequefios rumiantes (Garcia-Hernandez ez 4/, 2018); de manera
similar, son los resultados que se demuestra en el estudio de la acciéon antihelmintica del
aceite esencial de Anethum graveolens sobre huevos y larvas de H. contortus (Castro et al.,
2020). También, en otro estudio donde evaluaron el extracto hidroalcohdlico de vainas

de Cassia fistula (CF), sobre la inhibicién de la eclosiéon de huevos de los nematodos
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gastrointestinales de ovinos; permitié determinar que CF inhibe la eclosiéon de huevos
entre un 21 y 30% a las diferentes concentraciones evaluadas (50, 25, 12.5 y 6.25
mg/mlL). Este efecto se podtia deber principalmente al contenido de fenoles,
flavonoides, taninos, alcaloides, proantocianidinas, terpenos y glicésidos; identificados
en las semillas, pulpa y vainas; los cuales han sido identificados en otras plantas que han

demostrado actividad inhibitoria de la eclosion de huevos y nematodos gastrointestinales

(Bastida-Zaragoza et al., 2018).

3.4 Hongos comestibles

La mayoria de las personas consume hongos comestibles por su excelente sabor, aroma,
y textura. Estas propiedades son tnicas y diferentes a las aportadas por otros alimentos
ampliamente consumidos, ya que los hongos constituyen un reino de la naturaleza
independiente de las plantas y los animales (Martinez-Carrera, 2004).

En el mundo dada la gran biodiversidad que existe, se estima que el nimero de
especies de hongos puede llegar hasta 1.5 millones (Hawksworth, 1991, 2001); de las
cuales 10% son conocidas, y de ellas el 50% son consideradas comestibles, mas de 2000
son seguras, y unas 700 especies son conocidas por poseer importancia farmacologica
(Lull ez al, 2005). La produccion comercial de hongos comestibles es una actividad
relevante en México, desde el punto de vista social, econémico y ecologico. Se estima
que los volumenes de produccion ascienden a mas o menos 38,708 toneladas anuales de
hongos frescos. Nuestro pafs genera alrededor del 59% de la produccién total de
Latinoamérica, ubicaindose como el 180. productor a nivel mundial (Martinez-Carrera,

1991; Martinez-Carrera, 2004).
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3.4.1 Ciclo biolégico de los hongos macromicetos

Los hongos sapréfitos son muy abundantes, viven sobre materia organica en
descomposicion y son los mas faciles de cultivar. Por ejemplo: las setas Agaricus bisporus,
Pleurotus spp., Lentinula edodes (shiitake), etc. pertenecen a los hongos macromicetos. La
metodologia actual para el cultivo de setas saprofitas consiste esencialmente en obtener
micelio secundario por clonacién de la especie a través de una pequefia porcion de seta
(Figura 3). El micelio asi obtenido es multiplicado sobre granos de cereales y convertido

en “semilla” de setas o “blanco” (Ortiz- Berrocal ez al., 2013).
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Figura 3.- Ciclo biolégico de los hongos bacidiomycetes. Fuente: Flores, 2015.

3.5 Género Pleurotus

Las propiedades medicinales de los hongos comestibles cultivados no sélo se han
detectado en los esporomas, sino también, en el micelio e incluso en el medio de cultivo
derivado del crecimiento micelial (Figura 4) (Tabla 1) (Rosado e 4/, 2002; Martinez-
Carrera et al., 20106).
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Estas propiedades han sido ampliamente documentadas en las principales especies
cultivadas y en el caso de P. duamor se han reportado compuestos bioactivos con
propiedades anticancerigena, inmunomuladora, antibidtica (antimicrobianas, antiviral,
antifingica), antiparasitaria, antioxidante, antiinflamatoria, antidiabética, antilipidémica y
hepaprotectora. La fuente de antibiéticos fue desarrollada por Hervey y Wilkins en 1941,
cuando estudiaron extractos del basidioma y del micelio de algunas especies, detectando
actividad antibiética (Brizuela ez al, 1998). Actualmente, debido al desarrollo de nuevas
tecnologias de fermentacion y la purificacion, los basidiomicetos se convirtieron en la fuente
potencial de nuevos antibiéticos (Gragg ez al., 1997, Brizuela ez al., 1998, Suay, 2000, Rosa et
al., 2003, Stamets, 2006). En Espafna, por ejemplo, se colectaron 204 especies de

basidiomicetos, entre los cuales 109 presentaron actividad antimicrobiana (Suay, 2000).

Figura 4.- Pleurotus spp. (a) Crecimiento del hongo Pleurotus spp. en paja de trigo, (b)
Cuerpo fructifero de Pleunrotus spp. Fuente: Propiedad de la autora del presente estudio.
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Tabla 1.- Propiedades medicinales en el hongo comestible Pleurotus djamor.

Antibacteriana

Das er al, (2017);
Rosa er al, (2009);
Suresh er al, (2017);
Acharya vy Saha,
(2011); Milton et al.,
(2017)

Antioxidante

Valencia del toro er
al.,, (2008); Guzman
et al., (2009); Sudha
er al., (2016)

Antifungica

Acharya y Saha,
(2011)

Hepatoprotectora

Zhang et al., (2016)

Antidiabética

oo

Zhang er al., (2015)

Inmunomoduladora

Carbonero er al,
(2006)

Antioxidante

Yoon et al, (2012);
Acharya er al,
(2017); Milton et al.,
(2017)

Anticancerigena

Ho er al, (2004);
Carbonero er al,
(2006); Wu er al,
(2010); De Barba er
al., (2011)

Antiparasitaria

Rosa er al, 2019;
Pineda. Alegria er
al, (2017);
Rodriguez
Alexindre er al,
(2017)

Antiinflamatoria

Elgorashi er al,
(2008); Carbonero er
al., (2008)

Antiviral

Kidukuli er al,
(2010)

Antilipidémica

Yoon er al, (2012)

Salmones (2017)
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3.5.1 El hongo Pleurotus spp. como agente potencial de control de nematodos
parasitos

Respecto a las propiedades nematicidas, 23 especies del género Pleurotus son activas
contra nematodos (Li y Zhang, 2014). Ademas, a la fecha se han aislado metabolitos y
componentes con actividad nematicida algunos productos como las proteasas (André-
Genier ¢t al, 2015), acidos grasos ((i) pentadecanoico, (ii) hexadecanoico, (iii)
octadecadienoico, (iv) acido octadecanoico) (Pineda-Alegria er al, 2017), alcaloides,
compuestos peptidicos, terpenos (B-sitosterol) (Li ez al, 2007), taninos condensados y
compuestos fenolicos (Ganeshpurkar e al, 2012),quinonas (Li y Zhang, 2014)
obtenidos de Pleurotus spp. tienen actividad antiparasitaria mostrada (Shariat ez a/., 1994,
Palizi et al., 2009, Del Carmen e# al., 2015). Los metabolitos producidos por las especies
de Plenrotus tienen caracteristicas nutracéuticas y han sido principalmente aisladas de

basidiomas del hongo.

Los hongos productores de nematotoxinas de este género que se mencionan en la
literatura son: Pleunrotus ostreatus y P. eryngii (Wasser, 2014). El género Plenrotus también
llamado productor de nematotoxinas presenta actividad nematicida contra diferentes
géneros taxonomicos de nematodos parasitos (H. contortus) y de vida libre (Caenorhabditis
elegans). Las hifas del hongo contienen una nematoxina que tras ponerse en contacto con
el nematodo es rapidamente inmovilizado y es digerido por el hongo produciendo
micelio que invade por la cavidad oral, ano y cuticula del nematodo (Thorn y Barron,

1984; Mendoza de Gives, 2012) (Figura 5).
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Figura 5- Larva del nematodo de vida libre Panagrellus redivivus inmovilizada y digerida por
el micelio del hongo Pleurotus ostreatus (10X). Fuente: (Aguilar-Marcelino e al., 2017a).

Asimismo, se ha reportado el aislamiento y caracterizacién de la estructura quimica de
una nematotoxina llamada “NRRL 3526 a partir de P. ostreatus en contra del nematodo
bacteriofago Panagrellus redivivus, el cual inhibe en un 95% la poblaciéon de estos
nematodos a una concentraciéon de 300 ppm en un tiempo de 1 h y se ha comparado la
actividad con la “ostreanina” (Kwok ez a/., 1992).

En otro estudio realizado por Satou et al. (2008) se notificé que P. ostreatus produce
una toxina que reduce el tamafio de la parte anterior de los nematodos de vida libre
(Familia Diplogastridae). Otro hongo que ha mostrado efectos nematicidas es P. eryngii
que ha demostrado una importante actividad en contra de algunas especies de
nematodos fitopatogenos (agalladores) y sus quistes (Meloidogyne javanica, Heterodera
schachtii y Bursaphelenchus xylophilus (Palizi et al., 2009). El hongo Plenrotus fernlae (Lanzi)
demostrd tener actividad nematicida contra dos diferentes géneros: B. xylophilus y P.
redivivus (Li et al., 2007). A continuacidn, se presenta una lista de compuestos aislados a

partir de Pleurotus spp. y su eficacia contra diferentes grupos taxonémicos de helmintos

(género/especie) (Aguilar-Marcelino ez al., 2017) (Tabla 2).
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Tabla 2.- Compuestos aislados a partir del hongo comestible Pleurotus spp. y su eficacia
contra diferentes grupos taxonémicos de helmintos (género/especie).

P.

pulmonarius

libre)

Eficacia
Especie Compuesto nematicida Nombre cientifico (%) Referencias
Cheimonophyllon E Bursaphelenchus
xtlophilus,
P ferniae (nematodo parasito de Li et al.,
la madera de pino) - (2001,
5- Panagrellus redivivus 2007)
hydroxymethylfurancarbaldehyde (nematodo de vida
libre)
Panagrellus redivivus Kwok et al.,
Trans-2-decenedioic acid (nematodo de vida 95 (1992)
P. ostreatus

p-anisaldehyde

p-anisyl alcohol

1-(4-methoxyphenyl)-
1,2propanediol
2-hydroxy-(4"-methoxy)

propiophenone.

Caenorhabditis elegans

(nematodo de vida
libre)

S-coriolic acid

Stadler ez al.,
(1994)

Koitabashi e#
al.,

(2004)

Aguilar-Marcelino ef al.(2017)

3.6 Neolentinus ponderosus

El hongo N. ponderosus (Figura 6), conocido tradicional como “Cojcomon” (nombre en

lengua ndhuatl y segun los pobladores significa “hongo de tronco”). Se ha notificado

que crece sobre troncos podridos de coniferas, especialmente sobre Pinus ponderosa. En

México, se ha recolectado sobre troncones de Pinus spp. y Quercus spp. en los meses de

mayo y junio, con un poco de humedad en el suelo. El hongo N. ponderosus es saprobio

(Zuluaga-Jiménez ez al., 2017).

Anteriormente, las especies que conforman el género Neolentinus estuvieron incluidas

dentro del género Lentinus; sin embargo, (Redhead, 1985) notific6 que si bien, las especies
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https://en.wikipedia.org/wiki/O.K.Mill.

de Neolentinus no tienen diferencias microscopicas significativas con las de Lentinus, el
primero causa pudricion café en la madera y el segundo causa pudricion blanca,
inicialmente estas caracteristicas permitié separar ambos géneros (Mahler-Julia, 20006;
Wood y Stevens, 2007). N. ponderosus se encuentra desde Guatemala hasta Estados
Unidos y N. /lepidens se encuentra en América y Europa (Pegler, 1983; Mahler, 20006;
Wood y Stevens et al., 2007). También estudios filogenéticos indicaron, que los hongos
pleurotoides-lentinoides pueden separarse en cuatro clados, correspondientes a

Pleurotus, Lentinus, Panus y Neolentinus (Lechner & Wright, 2002; Lechner ez al., 2004).

Figura 6.- Cuerpo fructifero del hongo comestible Neolentinus ponderosus. Fuente:
Propiedad de la autora del presente estudio.

En la tabla 3 se presenta la clasificacién taxonémica (O.K.Mill.) Redhead & Ginns,1985;
Hawksworth ez al.,1995.
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Tabla 3. Clasificacion del hongo Neolentinus ponderosus

Reino Fungi
Phylum: Basidiomycota
Clase: Agaricomycetes
Orden: Gloeophyllales
Familia: Gloeophyllaceae
Género: Neolentinus
Especie : Neolentinus ponderosus

3.6.1 Propiedades medicinales de Neolentinus ponderosus

El hongo comestible N. ponderosus es una especie que se encuentra en la regiéon Pacifico-
Noroeste de América del Norte, también se ha notificado en México (Zualaga-Jiménez
et al., 2017; Pegler, 1983; Moreno-Fuentes ¢ al, 1996). Es un hongo que presenta
potencial para su cultivo (Zualaga-Jiménez ef al., 2017). Adicionalmente posee un valor
nutricional de vitaminas y minerales, asi como otros componentes como los
aminoacidos y los polisacaridos, por su similitud con el hongo N. /pidens que pertenece
al mismo género y que se han determinado compuestos como de tipo policétidos como:
Smetoxiisobenzofuran-4,7(1H,3H)-dioneona y han mostrado la inhibicién del 6xido
nitrico, 1,3-dihidroisobenzofuran-4,6-diol y un derivado de la benzoquinona que se ha

atribuido actividad antioxidante (Li ef al., 2013; Yang et al., 2017).

3.7. Uso y cuidado de animales destinados a la investigacion

En los estudios de Posgrado se reconoce la funcién esencial del uso de animales vivos en
la investigacion y la educacion para generar conocimiento nuevo que ayude a mejorar la
productividad de las especies pecuarias y de fauna silvestre de interés socioeconémico para
México. Ademads de coadyuvar con el uso eficiente de estas especies en los diferentes

sistemas agropecuarios existentes en el pafs, para atender la alimentacién humana.
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Considerando lo anterior, es necesario que se garantice un trato humanitario y digno,
cuando los animales se utilizan con este proposito. Es importante que se establezca un
reglamento para el uso y cuidado de animales destinados a la investigacién (COLPOS,
2010).

Tambien es de suma importancia identificar e interpretar el comportamiento
(etologfa) de los animales destinados a la investigacion. Existen tres tipos de
comunicacién entre los animales: quimico, corporal y sonoro, este dltimo lo utiliza la
mayoria de los animales para emitir sefiales a distancia que vatrfan respecto a la especie,
el ambiente y mecanorreceptores. Las vocalizaciones de las diferentes especies se han
dividido en sefiales neonatales, integrativas, de competencia y sexuales; las primeras son
necesarias para estimular el comportamiento epimilético que involucra los cuidados y la
atencion materna (acicalamiento, lactacion, limpieza anogenital), asi como las demandas
de las crfas a sus padres (Verduzco-Mendoza, 2012). Con base a lo anteriormente
mencionado se determina el comportamiento etolégico de cada aninal, en este sentido

la organizaciéon mundial de sanidad animal (OIE) basa sus principios (Figura 7).

Libre
de y
Libre de dolor,
lesiones o
enfermedades

hambre

Libre de
incomodidad
fisica o
térmica

-
*0p *
Eﬁ;umm NUNDIAI
@ " SANIDAD ANIWAL @ -

; Libertad para

exXpresar sus
proplos

Libre de
miedos y

angustias comportamientos

Figura 7.- Seis libertades que propone la organizacién mundial de sanidad animal para
el uso y cuidado de animales destinados a la investigaciéon. Fuente: Propiedad de la
autora del presente estudio.
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3.8 Jerbos (Meriones unguiculatus)

Esta notificado que en el mundo hay mas de 80 especies de jerbos , de los cuales los que
mas se conocen son los de Mongolia, su origen es el desierto de Mongolia y China. son
mamiferos roedores con medidas de 18 a 24 cm de largo, sus caracteristicas fisicas son sus
orejas grandes y cubiertas de pelo, ojos grandes y negros. El ciclo de vida de un jerbo es
corto y solo alcanzan a vivir de tres a cuatro afios (Figura 8), su madurez sexual es
alcanzada a los tres meses de edad y desde entonces la hembra presenta celo cada 28 dias
yel periodo de gestacion oscila entre los 21-25 dias (Flores-Acebedo ez al., 2010;
Ramirez-Robledo 7 al., 2017) (Figura 9).

o SRR A

Figura 8.- Colonia de jerbos. (a) Jerbos en una jaula. (b) Colonia de jerbos en
confinamiento en el Bioterio del Instituto Nacional de salud publica. Fuente: Propiedad
de la autora del presente estudio.

e

Figura 9.- El jerbo. (a) Jerbo con sus crias, (b) Jerbos después del destete. Fuente:
Propiedad de la autora del presente estudio.
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En la tabla cuatro se presenta la clasificacion taxonémica (Milne-Edwards, 1984).

Tabla 4. Clasificaciéon de Meriones unguiculatus

Reino Animalia
Phylum: Chordata
Clase: Mammalia
Otrden: Rodentia
Suborden: Myomorpha
Superfamilia: Muroidea
Familia: Muridae
Subfamilia: Gerbillinae
Subgénero: Pallasiomys
Especie: Unguiculatus

3.9 Haemonchus contortus

3.9.1. Biologia

El nematodo H. contortus (Figura 10) se considera como el parasito mas patéogeno que se
encuentra en los animales domésticos, principalmente de pequefios rumiantes como las
ovejas (Ovis orientalis aries) y cabras (Capra aegagrus hircus), se ha notificado que puede
afectar a otros rumiantes, como ciervos salvajes, camellos y llamas. Su distribucion es
mundial, encontrandose en todas las razas de ovinos y caprinos. En los animales adultos
se puede encontrar habitando en el abomaso, y se ha notificado como el nematodo mas
dafiino por su accion rapida de alimentarse de la sangre (hematéfago) y del tejido

(histiotréfico) del hospedador (Bush ez a/., 2001).
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Figura 10.- Larvas (Ls) de Haemonchus contortus (10x). Fuente: Propiedad de la autora del
presente estudio.

3.9.2. Taxonomia

Haemonchus es un género de nematodos estrongilidos de la familia Trichostrongylidae

parasitos del ganado; habitan en el abomaso y son hematofagos (Martinez-Santiago,

2014).

En la tabla 5 se presenta la clasificacion taxonomica (Sanchez, 20006).

23



Tabla 5. Clasificacion de Haemonchus contortus

Reino Animalia
Phylum: Nematelmintos

Clase: Nematoda
Orden: Strongylida

Superfamilia: Trichostrongyloidea

Familia: Trichostrongilidae
Género: Haemonchus
Especie: H. contortus

3.9.3. Fisiologia

El nematodo H. contortus (Figura 11) es el estréngilo mas grande (2-3 cm); las hembras
de H. contortus son mas voluminosas con ovarios blancos enrollados en forma espiral
alrededor del intestino de color rojo (debido a que esta repleto de sangre) dando la
apariencia de palo de peluqueria (Kassai, 2002). El nematodo H. contortus macho mide
de 10 a 20 mm de largo. En cambio, la hembra mide de 18 a 30 mm de largo (Quiroz,
1984). El macho posee un lébulo asimétrico dorsal y espiculas; la hembra usualmente
tiene una protuberancia cuticular transparente alrededor de la abertura vulvar. En
ambos sexos hay papilas cervicales y tienen pequenas lancetas dentro de la capsula
bucal. Las L3 poseen 16 células intestinales; la cabeza es estrecha y de forma
redondeada, la vaina de la cola es el bulbo reproductor. Los huevos son de tamafio
medio (74 x 44 um), posee un borde eliptico regular con aspecto de barril y numerosos

blastomeros que casi llenan todo el huevo (Taylor ez al., 2007).
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Figura 11.- Larva infectante de Haemonchus contortus con vaina. Fuente: (Castaneda, 2018).

3.9.4. Ciclo biolégico del nematodo parasito de ovinos Haemonchus contortus

El ciclo biolégico de H. contortus inicia cuando los huevos son eliminados por medio de
las heces hacia el medio ambiente (Figura 12), una vez que las heces se encuentran en el
suelo, los parasitos al ser expuestos a condiciones 6ptimas de una humedad relativa que
oscila de 70% a 80% y a una temperatura de 28 °C, inicia su desarrollo. Este periodo se
lleva a cabo alrededor de 1 a 2 dias, en el que los huevos hembrionados o larvados
eclosionan y dan origen a una larva del primer estadio (L1) y estas a su vez, sufren
nuevamente otra muda o pérdida de una capa superficial de su cuticula, convirtiéndose
en estadio larvario 2 (L2). Estas larvas se nutren de detritus y de material vegetal,
bacterias, granulos de polen, etc., que contienen las heces, para posteriormente de 2 a 3
dfas vuelvan a mudar convirtiéndose finalmente en larva del tercer estadio (LL3) o larvas
infectantes. Estas larvas necesitan de la envoltura externa o vaina, ya que le protege de
los factores externos del medio ambiente, y de esta forma mantiene su homeostasis
interna. Esta cuticula externa (doble cuticula) le impide alimentarse y defecar, por lo
que para poder sobrevivir, tiene que utilizar sus reservas energéticas que resguarda en

las células intestinales (Liébano e7 al., 2011; Gonzalez, 2013).
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Las larvas Ls tienen una gran actividad por las primeras horas del dfa y por las tardes,
al descender la intensidad de la luz, ya que a estas horas es cuando las L3 emergen de la
humedad del suelo, para escalar los tallos del pasto y llegar a la cima para que los ovinos
las ingieran y de esta forma es como se infecta el ganado. Una vez que las L3 son
ingeridas junto con el forraje, estas siguen su trayecto a través del tubo digestivo y al
llegar al rumen son liberadas de su vaina. Una vez que las larvas han sido desenvainadas
penetran la mucosa del abomaso donde llevan a cabo otras dos mudas (L4) y quinto
estadio (Ls) y finalmente alcanzar la fase adulta, para llevar a cabo la diferenciacién

sexual entre machos y hembras (Liébano e7 al., 2011; Rodriguez-Vivas ¢ al., 2017).
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L1 4-6 dias

Rodriguez-Vivas et al., 2017

Figura 12.- Ciclo biolégico de Haemwonchus contortus. Fuente: (Rodriguez-Vivaz ez al., 2017).

En la presente investigacion se estudié el efecto del extracto hidroalcohodlico del

hongo comestible N. ponderosus (EHNP) si posee actividad contra el nematodo H.

contortus utilizando como modelo experimental el jerbo (Meriones unguiculatus).
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4. JUSTIFICACION

Los NGI ocasionan un impacto negativo en la ganaderia mundial y nacional, el control
quimico ha sido utilizado por los productores de manera frecuente e indiscriminada, el
uso y abuso de estos productos antihelminticos ha provocado el desarrollo de la RA,
adicionalmente el dafio a organismos benéficos, por tal motivo, es importante y urgente
buscar nuevas estrategias sustentables para el control de los NGI. Los hongos
comestibles poseen propiedades nutracéuticas destacando su uso particularmente como
antiparasitarios. En el presente estudio se planted evaluar el efecto del extracto
hidroalcohdlico de la biomasa del hongo N. ponderosus contra el nematodo parasito de

ovinos H. contortus.
5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del extracto hidroalcohdlico de la biomasa del hongo Neolentinus

ponderosus contra el nematodo Haemonchus contortus.

5.1.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto 7 vitro del extracto hidroalcohodlico de la biomasa del hongo .
ponderosus sobre la viabilidad de las larvas infectantes (L.3) del nematodo parasito

de ovinos H. contortus.

e LEvaluar el efecto iz vivo en jerbos infectados con H. contortus del extracto
hidroalcohélico de la biomasa del hongo N. ponderosus sobre la viabilidad del

nematodo H. contortus.
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6. HIPOTESIS

El extracto hidroalcohdlico del hongo N. ponderosus presentara una letalidad de al menos

80% sobre el nematodo H. contortus (13) evaluado tanto in vitro como in vivo.

7. MATERIAL Y METODOS

En la figura 13, se describe el prodedimiento que se llevo acabo en el presente estudio; las
dos etapas de las cuales consistio el disefio experimental 7z vitro e in vivo, en el primer disefio
se obtuvo la biomasa del hongo N. ponderosus en medio liquido, posteriormente la
elaboracion del extracto hidroalcohdlico. También la obtencion de las larvas Ls de H.
contortus, de manera seguida la realizacion de los bioensayos iz vitro y el analisis estadistico.
En el disefio experimental zz wivo se conformoraron los grupos de jerbos,
postetiormente se despatasitaron (fenbendazol) 20 mg/ml. por tres dias, se
inmunosuptimieron (dexametaxona) 5 mg/mlL por tres dias, se llevo acabo la infeccion
artifical a los jerbos con 10,000 larvas sin vaina de H. contortus, se les administr6 el
EHNP vy finalmente se llevo a cabo el sacrificio de los jerbos (5 dias post-tratamiento)

donde se obtuvo el porcentaje de mortalidad parasitaria.
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Figura 13. Metodologia seguida para la realizacion del presente trabajo. Fuente: Propiedad de la autora del presente estudio




7.1 Localizacion

La presente investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Micologia del Centro de
Investigaciones Biolégicas de la UAEM localizado en Av. Universidad 1001 Col.
Chamilpa Cuernavaca, Morelos y en el Laboratorio de Helmintologfa Centro Nacional de
Investigaciones Disciplinarias (CENID- SAI, SALUD ANIMAL e INOCUIDAD,
INIFAP) localizado en el Municipio de Jiutepec del estado de Morelos, México y en el
Bioterio del Instituto Nacional de Salud Publica (INSP), Cuernavaca, Morelos, México

(Figura 14).

—_— \"‘
CENID - PAVET

Figura 14.- Centros e Institutos de Investigacién donde se realizé el presente estudio.
Fuente: Propiedad de la autora del presente estudio.

7.2 Cepa de N. ponderosus

Se trabaj6 con la cepa de Neolentinus ponderosus clave de registroo HEMIM-135,
proporcionada por el Centro de Investigaciones Biologicas (CIB) de la Universidad

Autonoma del estado de Morelos (UAEM)
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7.2.1. Condiciones de cultivo y obtencion de biomasa de Neolentinus ponderosus

Se realiz6 la preparacién dedos medios de cultivo liquido, el primero fue en medio de
salvado (MS) que tenia la siguiente composicion: glicerol 10 g/1, glucosa 4g/L, extracto
de levadura 4g/L, salvado 5¢/L; el segundo cultivo liquido fue de papa dextrosa (PD) se
realiz6 con la siguiente composicién en g/L: glucosa 14g, infusién de papa de 280g. Se
realizarén por triplicado en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medio
liquido (Figura 15). Se inoculé cada matraz con tres fragmentos de micelio (6 mm) a
partit del micelio crecido en agar dextrosa papa. Se inocularon los matraces y
posteriormente se incubaron a 25°C con agitacion orbital a 120 rpm durante siete, 14 y
21 dias. La biomasa producida se sepatd por filtracion y se congel6 a -80°C durante 24 h

(Gaitan-Hernandez e# al., 2000).

Figura 15.- Crecimiento de la biomasa de Neolentinus ponderosus en medio liquido de papa
dextrosa. Fuente: Propiedad de la autora del presente estudio.

7.3 Nematodos

7.3.1 Producciéon de Haemonchus contortus (L3)

Para la obtencion de larvas de H. contortus se utiliz6 un ovino (macho) de tres meses de edad,
raza Pelibuey, con un peso de 20 kg e infectado via oral con 350 larvas de H. contortus por
Kg/p.v. El ovino se mantuvo bajo condiciones controladas de alojamiento (corrales)
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y alimentacion (agua y comida) durante 21 dfas en el Centro Nacional de Investigacion
Disciplinaria Salud Animal e Inocuidad (CENID-SAI, INIFAP). La infeccién se verifico
utilizando la técnica de Mc Master, las heces se colectaron en una palangana (Figura 10).
Las muestras frescas (heces) se humedecieron con agua corriente y se mezclaron
homogéneamente con hule espuma en una proporciéon 1:1, obteniendo asi un
coprocultivo (Anexo 1) para la obtencion de larvas infectantes (Liébano-Hernandez ez al.,
2011). El coprocultivo fue removido cada tercer dia y se mantuvo durante 7 dias a 25 ° C
(Pineda-Alegria et al., 2017). Después de la incubacion se recuperaron las larvas Ls,
mediante la técnica del embudo Baermann durante 12 h (Casillas ef a/, 2008, Liébano-

Hernandez et al., 2011).

Figura 16.- Ovinos, raza Pelibuey en jaulas metabodlicas en el Centro Nacional de
Investigacion Disciplinaria (CENID-SAI SALUD ANIMAL e INOCUIDAD, INIFAP).
Fuente: CENID-SAIL, INIFAP.

7.3.2 Limpieza de larvas de Haemonchus contortus

En un tubo de ensayo de 15 mL se les agregd 8 ml. de solucion de sacarosa al 40% (Figura
17) y 2 mL de la muestra que contenfa larvas recuperadas del corpocultivo, posteriormente
se centrifugd a 3500 rpm durante 5 min para obtener un gradiente de densidad y recuperar a

un paquete de las larvas limpias; el anillo de L3 se recuperd con pipeta Pasteur de 1 mL
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y se vertié en un tubo limpio (Figura 18). Finalmente, se realizaron cuatro enjuagues con

agua destilada estéril, centrifugando a 3500 rpm durante tres minutos (Liébano, 2010).

Figura 17.- Limpieza de larvas. (a) Limpieza con sacarosa al 40%, (b) Gradiente de
sacarosa para recuperar larvas en proceso de limpieza. Fuente: Propiedad de la autora del
presente estudio.

Figura 18.- Larvas con restos de heces y larvas limpias. (a) Larvas de Haemonchus contortus
sucias, (b) Larvas de Haemonchus contortus limpias. Fuente: Propiedad de la autora del
presente estudio.
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7.3.3 Eliminacion de la vaina de larvas (L3) de Haemonchus contortus

Para la eliminacion de la vaina de larvas Ls de H. contortus (Figura 19) se utilizé hipoclorito de
sodio comercial al 6% y se prepararon 10 mL a 0.187 % donde fueron expuestas durante 9
min. Después se realizaron cuatro lavados con agua destilada, centrifugando durante 1
minuto a 3500 rpm para eliminar el hipoclorito de sodio. Posteriormente, las larvas se

recuperarén en tubos Falcon de 50 mL (Liébano-Hernandez e al., 2011).

Figura 19.- Larvas con y sin vaina de Haemonchus contortus. (a) Larva Ls de H. contortus con
vaina, (b) Larva Ls de H. contortus sin vaina (izquierda), vaina (derecha). Fuente:
(Castafieda-Ramirez, 2018).

7.4 Animales experimentales jetbos (Meriones unguiculatus)

La colonia de este roedor miomorfo pertenecen a la Unidad de Helmintologia del Centro
Nacional de Investigacién Disciplinaria (CENID-SAI, SALUD ANIMAL e
INOCUIDAD, INIFAP y se tienen en el Bioterio del Instituto Nacional de Salud
Publica (INSP) en Cuernavaca, Morelos. Debido a su rapidez para reproducirse y que el
destete se lleva a cabo a temprana edad alcanzando una talla corporal considerable en
poco tiempo, aproximadamente para el presente estudio se necesitaron con un peso

aproximado de 60 a 80 g.
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El lote de jerbos (Meriones unguiculatus) estaba compuesto por 48 animales de ambos sexos
machos y hembras de 22 semanas de edad, estos se dividieron aleatoriamente en dos
lotes de cuatro grupos cada uno y seis individuos por grupo (en un lote se evalud el
EHNP producido a los siete dias y el otro con el producido a los 14 dias). Los jerbos se
colocaron en jaulas y se mantuvieron a temperatura ambiente con agua y alimentos

comerciales (ad libitum) (Figura 20) (Villareal-Guevara, 2018).

El alimento comercial estaba elaborado con base en una mezcla de granos diversos;
ademas de una presentacion de cereal comprimido. Se mantuvieron en un cuarto aislado a
temperatura ambiente. Se realizé una prueba de McMaster para verificar que los animales se
encuentren libres de parasitos. Se redujo a un minimo la incomodidad, la angustia y el dolor,
al ser compatible con las practicas cientificas correctas para el uso experimental y el

mantenimiento de los animales (Schunemann de Aluja ¢z /., 1993; NOM-062-Z00-1999).

Figura 20.- Jerbo. (a) Jerbo (Meriones unguiculatus), (b) Jerbos en jaulas de alambre. Fuente:
Propiedad de la autora del presente estudio.

7.5 Obtencion del extracto del hongo comestible Neolentinus ponderosus

La biomasa se filtré y se guardo en el ultracongelador a -80.C y posteriormente la muestra se

llevo a una liofilizadora para secarse al alto vacio y se puso en un matraz Erlenmeyer de
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1 L conteniendo el disolvente hidroalcohdlico a una proporcién 70:30 (etanol-agua). La
solucién hidroalcohdlica (Figura 21) cubrié todo el material en una proporcion 3:1, y se
dejoé en reposo a temperatura ambiente durante 24 h (Figura 21), posteriormente se filtrd
la soluciéon mediante diferentes filtros, utilizando (gasa, algodén y papel filtro) con la
finalidad de obtener un extracto libre de biomasa (Figura 22), seguidamente la muestra se
llevé a concentrar utilizando un rotaevaporador (BUCHI, interface 1-300) a una
temperatura de 45°C y 50-70 rpm.

El extracto se seco al alto vacio con una presion de 5 pascales (pa) a una temperatura de
-85°C, utilizando una liofilizadora (LABCONCO, 4.5 plus) (Figura 23), se cuantific6 el

peso en una balanza analitica (Pineda-Alegtia e al., 2017).
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Figura 21.- Biomasa. (a) Biomasa de Neolentinus ponderosus, (b) Preparaciéon del extracto
hidroalcohélico de Neolentinus ponderosus. Fuente: Propiedad de la autora del presente
estudio.
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Figura 22.- Manejo de la biomasa. (a) Macerado del hongo Neolentinus ponderosus en
etanol-agua (70-30), (b) Muestra filtrada del hongo Neolentinus ponderosus lista para
rotaevaporar. Fuente: Propiedad de la autora del presente estudio.

Figura 23.- Rotaevaporador y liofilizadora. (a) Proceso de rotaevaporacion del extracto
hidroalcohdlico de Neolentinus ponderosus, (b) Liofilizacién del extracto hidroalcohdlico de
Neolentinus ponderosus. Fuente: Propiedad de la autora del presente estudio.

7.5.1 Evaluacion in vitro del extracto del hongo Neolentinus ponderosus contra

larvas infectantes (L3) del nematodo parasito de ovinos Haemonchus contortus de
siete, 14 y 21 dias

El bioensayo se realizé en microtubos tipo “Eppendorf” o placa de microtulacién de 96

pozos de fondo plano completamente estéril (Figura 24). Todas las muestras del EHNP
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(a diferentes concentraciones) fueron sometidas al sonificador de pistilo, para romper la
mayor cantidad de moléculas (celulosa, de fibras macro a micro). El disefio experimental
se conformé de la siguiente manera: se formaron nueve series de cuatro repeticiones
cada una (n=4), el volumen final fue de 100 pL, se utilizaron larvas (Ls) de H. contortus, la
primer serie fungié como el grupo testigo negativo que contenia agua destilada, la
segunda como grupo testigo positivo que contenfa un antihelmintico comercial, de la
serie 3 a la 9 fungié como grupos tratados con los extractos del hongo N. ponderosus, se
utilizaron diferentes concentraciones: serie 3) 0.03, serie 4) 0.006, serie 5) 0.12, serie 6)
0.24, serie 7) 1, serie 8) 2 y setie 9) 3.40 mg/mL (Figura 25). Se realizé la lectura post-

confrontacién 72 h en un microscopio 6ptico (Pineda-Alegtia ez al., 2017).

Repeticiones
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Figura 24.- Esquema de los bioensayos del extracto hidroalcohdlico de Neolentinus
ponderosus contra larvas infectantes (L3) del nematodo parasito de ovinos Haemonchus
contortus. Fuente: Propiedad de la autora del presente estudio.
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Figura 25.- Bioensayos. (a) Equipo para montar el bioensayo y diferentes concentraciones de
material biolégico (b) Elaboracién de bioensayos del extracto hidroalcohdlico del hongo
Neolentinus ponderosus. Fuente: Propiedad de la autora del presente estudio.

7.6 Analisis estadistico

El porcentaje de mortalidad de larvas (Paéz-Leon, 2018) fue calculado mediante la
siguiente formula:

% de mortalidad = X testigo negativo -X grupo tratado X 100

X testigo negativo

El tiempo de lectura fue a las 72 h.

El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando un diseno factorial al azar mediante el

paquete estadistico SAS (2009) utilizando la férmula (Paéz-Ledn, 2018):

Yijk = p +Extractoi + Concentraciénj + Nematodok + (Extracto*Concentracion) ij +

(Extracto*Nematodo) ik + (Extracto* Concentracién * Nematodo) ijk + Error
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Donde:

Yijk= Variable respuesta % de inhibicion.

n= Media general.

Extractoi= Efecto del extracto hidroalcohdlico de N. ponderosus.

Concentraciéonj= Efecto del j-ésimo tratamiento (Control positivo, control negativo,
0.25,0.42,0.5,1, 1.7, 2, 3.4 mg/mL).

(Extracto*Concentracion) ij= Interaccion entre el extracto y concentracion.

(Extracto*Nematodo) ik =Interaccién entre el extracto y el nematodo (EHNP, H.

contortus)

(Extracto* Concentraciéon * Nematodo) ijk = Interaccién entre el extracto, la

concentracion y el nematodo.

FError = Error modelo

7.7 Evaluacion de la actividad del extracto hidroalcohélico del hongo N.
ponderosus en jerbos infectados con el nematodo H. contortus.

Se realiz6 la evaluacion de la actividad del EHNP en jerbos infectados con el nematodo
de ovinos H. contortus (L3) sin vaina; esto con el objetivo de poder evaluar el potencial del

hongo en animales vivos.

7.7.1 Desparasitacion

Cada jetbo se desparasité con un antihelmintico comercial (fenbendazol) 20 mg/mlL
durante 3 dias (Figura 26). Se les administré agua y alimento comercial (ad /ibitum). El
alimento comercial estaba elaborado con base en una mezcla de granos diversos; ademas
de un producto comercial en una presentacion de cereal comprimido. Se mantuvieron en

un cuarto aislado a temperatura ambiente (25°C).
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Figura 26.- Desparasitacion. (a) Desparasitacion de jerbos con un antihemintico
comercial, via oral, (b) Antihelmintico comercial (fenbendazol) 20 mg/mL por 3 dias.
Fuente: Propiedad de la autora del presente estudio

5.7.2 Inmunosuprecion de jetbos (Meriones unguiculatus) e infeccion artificial
con larvas sin vaina de Haemonchus contortus

Los jerbos se inmunosuprimieron con dexametazona a una dosis de 100 pL a una
concentracion al 1%, via intramuscular durante tres dias con el objetivo de permitir un
mejor establecimiento de la infeccién con larvas Ls sin vaina de H. contortus (Figura 27).
La infeccién se realiz6 con 10,000 larvas sin vaina de H. contortus, via oral/jetbo (De

Jests-Gabino ez al., 2010).
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Figura 27.- Inmunosupresion. (a) Inmunosupresion via intramuscular en jerbos (b)
Infeccién artificial con larvas (Ls) de Haemonchus contortus via oral. Fuente: Propiedad de la
autora del presente estudio.

7.7.3 Disefio experimental

El disefio experimental se conformoé aleatoriamente de cuatro grupos de jerbos hembras
y machos. Los grupos quedarén conformados de seis animales cada uno y se designarén
como: serie 1, 2, 3 y 4 (Figura 28), esto se hizo con el EHNP de siete y 14 dias. Los
animales de la serie 1 (testigo negativo) agua destilada, la serie 2 (testigo positivo) se les
administré un antihelmintico comercial. A los grupos 3 y 4 se les administré el EHNP a

una dosis baja y un alta (Figura 29).
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Figura 28.- Organizacion de grupos de jerbos. Fuente: Propiedad de la autora del
presente estudio.

Figura 29.- Dosis del extracto hidroalcohdlico del hongo Neolentinus ponderosus lista para
la administracion via oral en jerbos. Fuente: propiedad de la autora del presente estudio.

7.7.4 Sacrificio de jerbos, busqueda y cuantificacion de estdios endoparasitos de
Haemonchus contortus en estbmago y mucosa

El sacrificio de jerbos se realiz6 5 dias post-tratamiento, por el método de sobredosis de
anestesia. La necropsia de cada jerbo se realiz6 colocando el animal en una charola de
plastico separando las extremidades anteriores y posteriores, para tener una mejor
manipulacion, se retir6 el pelo de la parte abdominal. El estomago fue extraido de la
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cavidad abdominal colocandolo en una placa de Petri, se separaron y se lavaron con la
soluciéon buffer salina (PBS, pH 7.4) (Figura 30). Todos los nematodos fueron
colectados, cuantificados y preservados en la solucién de formol al 10%. Se obtuvo el
promedio de nematodos por cada grupo y se estimé el porcentaje de reduccion de la
poblacién de nematodos respecto al grupo testigo utilizando la siguiente férmula (De

Jesus-Gabino ez al., 2010).

% de mortalidad = X testigo positivo -X tratado X 100

X testigo

La mucosa estomacal fue sometida al proceso de digestién artificial para permitir la
extraccion de larvas del parasito embebidas en la mucosa gastrica, para tal efecto se preparo
una solucién con 1.75 mlL de acido clorhidrico, 250 mL de agua destilada y 1.5 mg de
pepsina. Finalmente, el estomago de cada jerbo se revis6 en un microscopio 6ptico para

cuantificar las larvas extraidas de la mucosa estomacal (De Jests-Gabino ez a/., 2010).

Figura 30.- Sacrificios. (a) Material para realizar el sacrificio de jerbos (b) Separacion de
estomago y contenido estomacal del jerbo. Fuente: Propiedad de la autora del presente
estudio.
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7.8 Analisis estadistico

Los datos se transformaron a \x+0.5 y se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) y una
prueba post hoc de comparacion de medias por los métodos de Duncan y Tukey, con un
nivel de significancia de 0.05. Los datos fueron analizados usando el Software Statistical

Analysis System (SAS) (SAS Institute, 1998).

8. RESULTADOS

8.1 Evaluacién in vitro del EHNP contra larvas (Ls) Haemonchus contortus a siete,
14, 21 dias de incubacion

En la tabla 6 se muestran los siguientes resultados: a siete dias con sonicaciéon en PD se
obtuvo 14.81% de mortalidad a una concentraciéon de 0.62 mg/ml., asi mismo, en la
evaluacion del MS se obtuvo una mortalidad de 9.13% a una concentracion de 20
mg/mL. También en la tabla 6 se muestran los resultados de siete dias sin sonicacion en
medio MS se obtuvo una mortalidad del 24.32% a una concentraciéon de 12.5 mg/mlL, en
medio PD la mortalidad fue del 97.02% a una concentraciéon de 3.4 mg/ml; a 14 dfas sin
sonicacion en medio PD se obtuvo una mortalidad de 44.38% a una concentracion de
0.03 mg/ml. y a 21 dias sin sonicacién en medio PD se obtuvo una mortalidad de 37.5%

a una concentracion de 0.12 mg/ml..
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Tratamiento Concentraciéon | X*DE | Mortalidad%
mg/mL 72 h
Agua destilada 0 0+0 0.004
Ivermectina 5 1000 100.004
0.62 15+ 4.7 14.81»
1.25 71+1.7 7.07c
PD 2.5 11+7 10.79%
5 11 £3.7 11.29
10 71+24 7.05¢
20 12 £ 0.6 12.44
Agua destilada 0 0+0 0.00n
Ivermectina 5 1000 100
0.62 53+ 1.7 5.27
1.25 35+ 1.7 3.46¢
MS 2.5 7.8+ 22 7.764
5 84+ 2.1 8.40c
10 6.2+ 45 6.24
20 91%+54 9.13p
Sin sonicacion siete dias
Agua destilada 0 0x0 0.00n
5 100£0 100.00a
Ivermectina 0.62 22+19 22.49;
1.25 22+ 11 21.82p
2.5 13+ 6.4 13.43¢
5 19 £ 2.6 18.78¢
PD 10 7.5+ 0.6 7.49,
20 11 £2.6 11.35¢
0.006 0+0 0.00n
£0.21 0+0 0.00n
0.25 15+1 14.91¢
0.42 17 £29 17.42¢
0.50 67+ 22 66.69¢
1.70 8014 79.964

Tabla 6.- Evaluacion 7z vitro del extracto hidroalcohélico de Neolentinus ponderosus contra
larvas de H. contortus a siete, 14, 21 dias de inoculacion.
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1.00 8514 85.09¢

2.00 93*1 93.041

3.40 97+1 97.02p

Agua destilada 0 0x0 0.00¢
Ivermectina 5 1000 100
0.62 51+0.9 5.05¢

1.25 3.7%1 3.70e

2.5 44123 4.434

5 34133 3.38¢

10 83+23 8.34p

MS 20 9+1.5 8.98b
3.12 13+3 3.19¢

6.25 23112 12.47.

12.5 48124 24.32p

25 8417 7.00e

50 2118 8.044

100 12£2 2.40g

14 dias sin sonicacion
Agua destilada 0 0£0 0.00¢
Ivermectina 5 100£0 100-
0.24 16+ 54 16.40.
PD 0.12 2416 24.564
0.06 38 £6 38.206c
0.03 44 £ 6.6 44.38p
21 dias sin sonicacién

Agua destilada 0 00 0.004
Ivermectina 5 100£0 100
0.24 20 £ 4.7 19.7.

PD 0.12 28 49 37.5
0.06 20 £ 7.2 19.6¢

0.03 32+ 3.6 32.1p

X= Promedio, DE= Desviacién estandar, n=4, p<0.05. Letras iguales indican que los valores no difieren
estadisticamente, segun prueba de Tukey.

El mejor resultado que se obtuvo fue de 97% de mortalidad y se representa en el Tabla 7
donde podemos observar las larvas de H. contortus con tres tratamientos diferentes donde en

el tratamiento uno que funge como testigo con agua destilada se observan las larvas en
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perfecto estado, sin dafio alguno, en el tratamiento con Ivermectina con una concentraciéon
de 5 mg/mL se observa una larva muerta donde la caracteristica principal es la posicion de la
larva y ya no se ven tan definidas las células intestinales; en el tratamiento con el extracto
hidroalcohdlico del hongo N. ponderosus de siete dias se obtuvo la mayor mortalidad a una
concentracién de 3.4 mg/mlL se observa una larva muerta donde la posicién, la carencia de

movimiento y la falta de células intestinales nos indican la muerte de las larvas.
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Tabla 7.- Aspecto de las larvas Ls de Haenmonchus contortus expuestas al extracto
hidroalcohdlico del hongo Neoletinus ponderosus a siete dias de inoculacion y sus controles.

In vitro

Tratamiento Larvas
mg/mL (Ls)

Testigo
(H20)

Testigo

(Ivermectina 5 mg/mL)

Extracto hidroalcohdlico del
hongo comestible

Neolentinus ponderosus

(3.4 mg/mL)

En la tabla 8 los datos del extracto de micelio de siete dias fueron analizados mediante un
disefio completamente al azar en el programa estadistico SAS (V9), posteriormente se

determiné la concentracién letal media mediante un analisis Probit CLso (0.55 mg/mL) y
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CL90(2.06 mg/ml) (Tabla 8); con base a los resultados del Probit se determinatron las

concentraciones 7 vitro correspondientes a las (CLso y CLoo).

Tabla 8.- Concentracidon letal media mediante un analisis PROBIT.

Probabilidad Dosis 95% Limites fiduciales
0.35 0.37080 0.33889 0.40281
0.40 0.42486 0.39063 0.45939
0.45 0.48466 0.44786 0.52207
0.50 0.55173 0.51193 0.59261
0.55 0.62808 0.58459 0.67334
0.60 0.71648 0.66826 0.76748
0.65 0.82095 0.7664 0.87973
0.70 0.94757 0.88423 1.01724
0.75 1.10621 1.03022 1.19165
0.80 1.31432 1.21933 1.42361
0.85 1.60679 1.48131 1.75475
0.90 2.06895 1.88836 2.28773
0.91 2.19922 2.00186 2.43975
0.92 2.35005 2.13269 2.61662
0.93 2.52786 2.28619 2.82625

8.2 Evaluacién in vivo del EHNP contra larvas (L3) Haemonchus contortus en
jetbos

Los resultados del estudio 7z vivo de siete dias muestran que el EHNP caus6 una mortalidad
larvaria de 2.38 y 49.56% a una concentracién de 0.040 y 0.081 mg/mL p.v, respectivamente
(Tabla 9). Asi mismo, en la tabla 10 se muestra el aspecto de las larvas L3 de H. contortus en
confrontacién con el EHNP a una dosis de 0.081 mg/mL y 0.040 mg/mL p.v), de igual
manera la confrontacion con H20 y fenbendazol a una concentracién de 20 mg/mL p.v. Los
resultados del estudio 7z vivo de 14 dias muestran que el EHNP causé una mortalidad larvaria
de 89.66 y 25.88% a una concentraciéon de 0.031 y 0.062mg/mL, respectivamente (Tabla 9).

También, en la tabla 11 se muestra el aspecto de las larvas L3 de H. contortus en
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confrontacién con el EHNP a una dosis de 0.031 mg/mL p.v y 0.062 mg/mL p.v), de igual

manera la confrontacién con H20 y fenbendazol a una concentracion de 20 mg/mL p.v.

Tabla 9.- Evaluacion del efecto 7z vive del extracto hidroalcohdlico de Neolentinus
ponderosus a siete y 14 dias de inoculacion.

Tratamiento Larvas X*DE Mortalidad
mg/ mL pv recuperadas (%)
Agua destilada 418 69.66 * 8.95 0.004
Fenbendazol 26 371 £3.72 94.66a
20mg/mlL
EHNP 408 68 £ 28.60 2.38¢
0.040 mg/mL
EHNP 211 35.16 £ 17.93 49.561
0.081 mg/mL
14 Dias
Agua destilada 387 32+ 7.09 0.004
Fenbendazol 24 2+ 4.03 93.48.
20 mg/mlL.
EHNP 40 3+ 4.45 89.66b
0.031mg/mlL
EHNP 288 24 + 26.88 25.88¢
0.062 mg/mL

X= Promedio, DE= Desviaci6én estandar, n=4, p=0.05. Letras iguales indican que los valores no difieren
estadisticamente, segun prueba de Tukey.

En la Tabla 10 se muestra el aspecto de las larvas (L3) de H. contortus recuperadas de los

jerbos con diferentes tratamientos. El tratamiento con agua destilada se muestra una larva
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de H. contortus viva, sin ningun dano, donde se aprecia la conformacién intestinal
cotrecta, en el tratamiento con Fenbendazol a una dosis de 20 mg/mL p.v se muestra
una larva de H. contortus muerta donde la posicion de la larva ya no es normal (en el caso
de las larvas (Ls) de H. contortus cuando se encuentran completamente estiradas o solo un
poco curveadas es una caracteristica que indica muerte) y se observa una pérdida de
distribucion de las células intestinales, en el tratamiento con EHNP de siete dias de
inoculacién a una dosis de 0.081 mg/mL p.v (dosis alta) se observaron las larvas (L.3) de
H. contortus muertas, por otro lado, en el tratamiento del EHNP a siete dias dosis de

0.040 mg/mlL p.v (dosis baja) se observaron muy pocas latvas muertas.
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Tabla 10.- Aspecto de las larvas (L3) recuperadas de Haemonchus contortus expuestas al

extracto hidroalcoholico del hongo Neolentinus ponderosus (EHNP) de siete dias y sus

controles.

Siete dias

Tratamiento
mg/mL p.v

Larvas recuperadas

Testigo
(H20)

Testigo
(Fenbendazol 20 mg/mL)

Dosis alta del extracto
hidroalcohélico del hongo
Neolentinus ponderosus

(0.081 mg/mL)

Dosis baja del extracto
hidroalcohélico del hongo
Neolentinus ponderosus

(0.040 mg/mL)
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En la Tabla 11, se muestra el aspecto de las larvas (L.3) de H. contortus recuperadas de los
jetbos con diferentes tratamientos, los tratamientos con EHNP de 14 dias de
crecimiento. El tratamiento con agua destilada se muestra una larva de H. contortus viva,
sin ningun dano, donde se aprecia la conformacion intestinal correcta. En el tratamiento
con Fenbendazol a una dosis de 20 mg/mlL p.v se muestra una larva de H. contortus
muerta donde la posicion de la larva ya no es normal y se observa una lisis de las células
intestinales. En el tratamiento con EHNP a una dosis de 0.062 mg/mlL p.v (dosis alta) se
observaron las larvas (L) de H. contortus con aparente dafio ya que la posicion de la larva
al estar enroscada nos indica que hay un dano directo a la larva. En el tratamiento con
EHNP a una dosis de 0.031 mg/mL p.v (dosis baja) se observaron las larvas (L3) de H.
contortus muertas donde sus células digestivas se encuentran en lisis, la posicion y la falta
de movilidad (en el caso de las larvas (L.3) de H. contortus cuando se encuentran
completamente estiradas o solo un poco curveadas es una caracteristica que indica
muerte). En el presente estudio no se identificé el o los metabolitos responsables de

dicha actividad; sin embargo, en un siguiente trabajo se pretende llevar acabo.
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Tabla 11 .- Aspecto de las larvas (Ls) recuperadas de Haemonchus contortus expuestas al
extracto hidroalcohdlico de Neolentinus ponderosus de 14 dias de incubacién y sus controles.

14 dias

Tratamiento Larvas recuperadas

mo/mL p.v
o7 I

Testigo
(H20)

Testigo
(Fenbendazol 20 mg/mL)

Dosis alta del extracto
hidroalcohélico del hongo
Neolentinus ponderosus

(0.062 mg/mL)

Dosis baja del extracto
hidroalcoholico del hongo
Neolentinus ponderosus

(0.031 mg/mL)
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9. DISCUSION

La produccion ovina ha tenido un auge importante en los dltimos afios y se ha consolidado
como una actividad econémicamente importante, pero existen factores que limitan su
potencial (FAO, 2010). La resistencia antihelmintica ha sido un problema constante para la
ovicultura y un desafio para el profesional veterinario, hasta ahora el principal método de
control de los NGI consiste en la utilizacion de antihelminticos quimicos (e.g. lactonas
macrociclicas, benzimidazoles e imidazotiazoles), pero el uso indiscriminado a nivel mundial
y nacional ha provocado el aumento de ésta resistencia (Zapata-Garza, 2017).

Entre estos factores se encuentran las parasitosis causadas por nematodos
gastrointestinales (NGI), que son considerados como uno de los principales grupos de
parasitos que causan pérdidas econdémicas.

Esto ha generado la busqueda de métodos alternativos que ayuden a combatir las
parasitosis (Villarreal-Guevara, 2018). Una de estas alternativas potenciales son los
hongos comestibles que poseen propiedades nutricionales, medicinales y son reconocidos
como nutracéuticos ademds por su uso como antiparasitarios (Aguilar-Marcelino ez al,
2017); Asi como lo ha notificado Aguilar-Marcelino (2017b) donde uso extractos de
hongos comestibles con actividad nematicida, bajo condiciones 7z vitro. Por lo tanto,el
objetivo del presente trabajo fue evaluar 7 vitro e in vivo el EHNP contra H. contortus.

En el presente estudio se obtuvo una actividad 7z vitro del EHNP del 97% contra el
nematodo H. confortus, en una extensa revision de literatura no se encontraron estudios
realizados con el hongo N. ponderosus y la actividad nematicida. Sin embargo, existen
hongos comestibles que comparten ciertas caracteristicas, como los macromicetos que
degradan celulosa, esto ha motivado a realizar diversos estudios evaluando extractos de
hongos comestibles con actividad nematicida, en una notificaciéon realizado por
Rodriguez (2014), evalué extractos de cuatro cepas diferentes de P. djamor contra larvas
sin vaina de H. contortus y notificé una mortalidad de = 93% a una concentracion de 175
mg/mlL. a las 48 y 72 h postconfrontacién (Rodriguez, 2014).

Estos resultados son similares a los obtenidos en el presente estudio, cabe mencionar que
la cantidad de extracto utilizado fue menor y podrian sugerir o indicar que existen una
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mayor cantidad de metabolitos secudarios del hongo N. ponderosus. Por otro lado, en un
estudio realizado por Huicochea-Medina (2018) evalué la fraccion “R1” del extracto
hidroalcohdlico del micelio del hongo P. ostreatns (ECS-1123) contra las larvas de H.
contortus, la tasa de mortalidad fue de 100% a 5 mg/ml. En comparacién con la presente
investigacion, la concentracion utilizada fue mayor y se obtuvieron resultados similares.
Por otro lado, en un estudio realizado por Pineda-Alegria (2017) se evaluo el efecto del
extracto acuoso de cuerpos fructiferos de Lentinula edodes sobre las larvas (L) de H.
contortns y notifico una mortalidad del 69% a una concentracién de 100 mg/ml.. Esto
indica que requirié mas extracto para obtener un efecto letal, a diferencia de este estudio.
En el mismo afno, Cuevas ¢ al. (2018) notificé que el hongo Pleurotus spp. posee
compuestos bioactivos contra H. contortus, obteniendo una mortalidad del 45% a 20
mg/mlL. a las 72 h post confrontacién (Cuevas-Padilla ¢ a/., 2018).

En otro estudio realizado por Arizmendi ef al. (2014) notificé que el hongo P. ostreatus
posee compuestos bioactivos con propiedades nematicidas en el cuerpo fructifero como
en el micelio (Arizmendi, 2014). Asi mismo, Da Silva (2017) realiz6 estudios 7 vitro donde
us6 hongos nematéfagos contra larvas de H. contortus donde obtuvieron una reduccion del
65% hasta 85%, comprobando que éstos hongos también tienen un potencial nematicida.
Existen estudios como el de Rodriguez (2014) donde evalu6 el extracto hidroalcohdlico
de la planta Acacia cochliacantha y observé que cuando estd en contacto el extracto las larvas
presentan un dafio a su estructura externa, las mismas caracteristicas que se presentan en
el presente estudio con el extracto hidroalcohdlico de N. ponderosus. De manera general se
puede observar algunas diferencias entre estos estudios como son la dosis que en algunas
ocasiones fue mayor, pero en otra fue menor y de igual manera hubo resultados positivos
donde los extractos de hongos demuestran que tienen potencial nematicida (Rodriguez,

2014).
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Por otro lado, en el experimento 7 vivo, se decidié utilizar jetbos (M. unguiculatus), ya que es
un modelo facil de usar (Huicochea-Medina, 2018). Para la estandarizacion del experimento
se tomaron en cuenta diversos trabajos similares con jerbos infectados artificialmente con

H. contortus (Villarreal-Guevara, 2018; Huicochea-Medina, 2018). Como resultado, en éste
estudio, se obtuvo una mortalidad del 49% a una concentraciéon de 81 pg/ml.. De manera
similar, en otro estudio se evalud el extracto etandlico de Artemisia absinthium en jerbos
infectados con L3 de H. contortus e informé una reduccion de la carga parasitaria del 34% a
una concentracion de 200 mg/kg como una dosis unica (Squires, 2011); en otro estudio
donde se evalué el aceite de naranja (Citrus sinensis) a una concentracion de 600 mg/kg pc
y 1,200 mg/kg p.v. contra larvas de H. contortus en jetbos, el tratamiento se administr6
durante cinco dias y notificaron un porcentaje de reducciéon de larvas del 62 y 87%,
respectivamente (Squires, 2010).

Huicochea-Medina (2018) evalué el “R2” fraccion obtenida del hongo comestible P. djamor
ECS-127 en jerbos infectados artificialmente con larvas 1.3 de H. contortus; donde demostré un
porcentaje de reducciéon de la carga parasitaria del 92.56% a una concentracién de 8.02
mg/mlL (Huicochea-Medina, 2018). Con base al anterior estudio se establecio la aplicacion de
los tratamientos (Rodriguez-Goémez, 2016). En nuestro estudio se observa que la reduccion
de larvas es menor en comparacion con los estudios descritos anteriormente; sin embargo, la
dosis utilizada fue al menos 100 veces menor . Por lo tanto, es posible que, al aumentar la
dosis, se pueda obtener una mayor reduccion de las larvas; la diferencia del extracto obtenido
de 7 dfas y el de 14 dias es que al aumentar la concentraciéon disminuye el porcentaje de
mortalidad esto se debe probablemente entre mas tiempo de incubacién tenga el hongo éste
produzca menor cantidad de moleculas responsables de la actividad nematicida lo cual hace
que el porcentajede mortalidad sea menor. Cabe mencionar que es importante a futuro
realizar la evaluacion del extracto hidroalcohdlico del hongo N. ponderosus a diferentes
concentraciones, para evaluar los efectos bioquimicos o toxicidad que produce en el
organismo del jerbo, asi como su biodisponibilidad; ya que antes de llegar a la circulacion
sanguinea o al sitio de accion, el compuesto pasa por diversos 6rganos o barreras del sistema
lo que puede provocar pérdidas de la dosis inicial, pero asi mismo, también puede
potencializar el efecto del extracto hidroalcohdlico del hongo .
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ponderosus mostrando un resultado diferente en el modelo del jerbo que en los resultados

de las pruebas 2 vitro.

10. CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico de la biomasade N. ponderosus causé un 97% de
mortalidad a las 72 h a una concentracion de 3.4 mg/ml contra las larvas

infectantes (L.3) sin vaina de H. contortus.

El presente estudio muestra evidencia de la actividad nematicida que posee el
hongo N. ponderosus contra las larvas (Ls) de H. contortus en una CLso (0.55
mg/mL) y una CLo (2 mg/ml). Con base al estudio realizado iz vivo con los
jerbos se muestra evidencia de la actividad antihelmintica que posee el hongo IN.
ponderosus contra larvas (L3) de H. contortus en jetbos (Meriones unguiculatus) con

una mortalidad del 89.66% con una dosis del 0.031 mg/mL pv.

11. PERSPECTIVAS

Evaluar del extracto hidroalchdlico del hongo N. ponderosus a diferentes
concentraciones para valorar los efectos bioquimicos o toxicidad que produce

en el organismo del jerbo.

Evaluar la biodisponibilidad ya que antes de llegar a la circulacién sanguinea o al
sitio de accion, el compuesto pasa por diversos 6rganos o barreras del sistema lo
que puede provocar pérdidas de la dosis inicial, pero asi mismo también puede
potencializar el efecto del extracto hidroalcoholico del hongo N. ponderosus
mostrando un resultado diferente en el modelo del jerbo que en los resultados

de las pruebas  vitro.
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* Realizar el estudio quimico biodirigido a partir del micelio del extracto
hidroalcohdlico del hongo comestible IN. ponderosus para identificar y cuantificar
las moléculas bioactivas responsables de la actividad antihelmintica mediante
técnicas cromatograficas (columna abierta, TLC, HPLC) y espectroscopicas

(resonancia magnética nuclear Ci3 y Hi).

* Es importante que se realicen estudios sobre el mecanismo de accion de los
hongos hacia los nematodos y realizar microscopia electronica de barrido (MEB)
para observar los dafios que ocasiona el uso del extracto hidroalcohdlico del

hongo N. ponderosus sobre las larvas infectantes de H. contortus.
* Usar diferentes niveles de dosis y dias de aplicacion, asi como probarlo en ovinos.

* Finalmente determinar las aplicaciones biotecnolégicas del hongo comestible IN.

ponderosus en animales de produccion.
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13. ABREVIATURAS

AcOET: Extracto de acetato de etilo

CENID: Centro Nacional de Investigacion Diciplinaria

CIB: Centro de Investigaciones Biologicas

COLPOS: Colegio de Post graduados

EHNP: Extracto hidroalcohélico de Neolentinus ponderosus

Ej: Ejemplo

FAO: Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
Gr: Gramos

GI: Gastrointestinales

H20: Agua

HPG: Huevos por gramo

HPLC: Cromatografia liquida

INIFAP: Instituto nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
INSP: Instituto Nacional de Salud publica

Iv: Ivermectina

Kg: Kilogramo

Ls: Larva infectante

CF: Extracto hidroalcoholico de vainas de Casia fistula

MDD: Millones de pesos
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MEB: Microscopia electronica de barrido

Mg: Miligramos

mL: Mililitros

N: Numero de repeticiones

NGI: Nematodos gastrointestinales

OIE: Organizaciéon mundial de sanidad animal

Pa: Pascales

PD: Papa dextrosa

PDA: Agar papa dextrosa

PG: Parasitosis gastrointestinales

RA: Resistencia antihelmintica

RPM: Revoluciones por minuto

SAGARPA: Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural
SAI: Salud Animal e Inocuidad

SIAP: Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pésquera
TLC: Cromatografia en Capa Fina

UAEM: Universidad Autéonoma del Estado de Morelos
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14. ANEXOS
14.1 Elaboracion de coprocultivo
Este proceso es para poder obtener estadios larvarios.

Se colecta las heces (en una tina de plastico) de un ovino donador (Figura 31) ya
previamente infectado con H. contortus posteriormente las heces se humedecen con agua
corriente y se mezclan de manera homogénea con hule espuma a una proporcion 1:1,
con el fin de obtener una humedad deseada (80 al 90% aproximadamente) en la cual la
mezcla no debe de escurrir agua al hacer presiéon con la mano ya que posteriormente se
van a realizar mufiones para la Técnica de Baerman (Figura 32). La temperatura que debe
de tener es de 26-28°C. El pH 6ptimo para el desarrollo larvario debe de ser de 6.5 a 7.5
(Liébano, 2010).

Después de realizar esta mezcla se debe hacer una tapa con papel aluminio dejando
una abertura en la parte de en medio que sera sustituida por tela de gasa (20 x 20 cm
aproximadamente) a manera de evitar la entrada de mosquitos en insectos que puedan
contaminar la muestra, pero que permita la ventilaciéon de la muestra (Figura 33). El
coprocultivo se mantiene en incubaciéon durante 7 dias aproximadamente a temperatura
ambiente (25°C aproximadamente) en un lugar seco y con sombra para permitir el

desarrollo de los estadios larvarios (L1, Lz, Ls).
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Figura 31.- Colecta de heces en un ovino donador. Fuente: Propiedad de la autora del

presente estudio.

Figura 32.- Heces de ovino. (a) Palangana de plastico con heces mezcladas con hule
espuma, (b) Conscistencia deseada de las heces para el coprocultivo. Fuente:

Propiedad de la autora del presente estudio.
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Figura 33.- Palangana con tapa de aluminio y su ventilacion hecha con tela de gasa.

Fuente: Propiedad de la autora del presente estudio.

14.2 Técnica de Baermann

Esta técnica se uso6 para recuperar larvas infectantes (L3) de H. contortus.

Con un embudo de plastico de 14 cm de diametro aproximadamente se une por la parte
inferior del embudo a un tubo de ensaye el cual va a estar conectado por una manguera de
PVC (Figura 34) a esto se le conocera como el embudo de Baermann, una vez que se
unieron se pone agua corriente hasta 1/3 partes del embudo y se verifica que no existan
filtraciones de agua (Figura 34). Estos embudos pasado el tiempo de incubacién del
coprocultivo (siete dias) se realiza la homogenizacién de la mezcla posteriormente tomando
lo que cabe en el pufio de la mano y realizando bola por bola de heces se pone una por tela
de gasa de aproximadamente 20 cm por lado para obtener pequenas bolsitas (mufiones) de
heces (Figura 34). Estos mufiones se depositan dentro de los embudos de Baermann (Figura
35) y se agrega el agua corriente suficiente para cubrir el 75% aproximadamente del mufion

de esta manera se deja reposar durante 24 hrs en un area
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especial donde esté protegido de las moscas, hasta obtener un sedimento con larvas

infectantes en el fondo del tubo de ensaye (Figura 30).

Figura 34.- Mufiones. (a) Elaboracién del embudo de Baermann, (b) Elaboracion de los

mufiones (paquetitos de heces). Fuente: Propiedad de la autora del presente estudio.

Figura 35.- Técnica de Baermann. (a) Embudo Baermann con mufion y agua,
(b)Embudos colocados en un area especial. Fuente: Propiedad de la autora del presente

estudio.
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Figura 36.- Sedimento de larvas infectantes de Haemonchus contortus (13). Fuente:

Propiedad de la autora del presente estudio.

14.3 Método Mc Master

Este método se utiliza para poder determinar cuantos huevos por gramo en heces hay en

un animal.

Utilizando una bolsa de plastico se toma una muestra de heces (10 g aproximadamente)
via rectal del ovino donado o el que se vaya a evaluar, se debe procurar no contaminar la
muestra, cerrandola para su trasporte al lugar donde se va a llevar acabo el analisis de la
muestra, se debe de procesar lo mas pronto posible. Posteriormente se pesan 2 gr en la
balanza granataria y se van a mezclar con 28 mL de solucién salina saturada, se colocan en
un tubo de 50 mlL y se homogeniza la solucién hasta deshacer la muestra de heces
completamente (Figura 37), posteriormente se le pone encima una tela de gaza para hacer la
funcién de colador y tomar una muestra suficiente (1 mL aproximadamente) para llenar la
camara de Mc Master (Figura 38), para la lectura de la camara se debe de leer a 40 x en un
microscopio LEICA y se cuantifican los huevos que se encuentran dentro de las lineas

marcadas en las mismas en los dos compartimientos.

89



Para el calculo de los huevos por gramos de heces se utiliza la siguiente formula:

HPG: Suma de huevos de los dos compartimientos x 100/2

Figura 37.- Muestras de heces en solucion salina saturada. Fuente: Propiedad de la

autora del presente estudio.

FECsource com MeMaster Sides

Figura 38.- Camara Mc Master. (a) Camara Mc Master vacia, (b) Camara Mc Master

llena de muestra lista para observarse en el microscopio con un objetivo de 40x.

Fuente: Propiedad de la autora del presente estudio.
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