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Resumen

En el presente estudio se realizaron dos experimentos, en el primero se evalud in
vitro el efecto ovicida y larvicida de extractos hidroalcohdlicos de sustrato degradado
de hongo (SDH) Pleurotus djamor en Haemonchus contortus. Se formaron siete
grupos (n=4 repeticiones), que contenian 100 huevos/ larvas en 50 YL de agua
destilada/pozo. grupo 1 (grupo de control negativo) contenia 50 yL de PBS con un
PH = 7.4; el grupo 2 (grupo de control positivo) contenia 50 pL de Tiabendazol (5
mg/mL); los grupos 3-7 fungieron como grupos tratados y se evaluaron a
concentraciones de: 5000 ug/mL, 2500 ug/mL, 1250 pug/mL, 625 pg/mL y 312.5
pug/mL de los extractos hidroalcohdlicos de SDH de P. djamor. Para evaluar la
inhibicion de la eclosion, las lecturas se tomaron a las 48 h. El efecto de los extractos
se analizé mediante un ANOVA, utilizando la comparacién de medias con la prueba
LSD con el modelo lineal generalizado Statgraphics Centurion XV, 2006 y se
determind el CLso con un andlisis "PROBIT" en el programa Polo Plus. El efecto
ovicida mas relevante fue el tratamiento dos (T2) con un 96.46% a la concentracién
2.500 ug/mL. El efecto de mortalidad de fue presentado por el tratamiento cinco (T5)
hasta 23.49% a la concentracién 5.000 ug/mL.

En el segundo experimento se cuantificaron los cambios de conducta generales
(tempo que pasan realizando actividades como, pastoreo, caminar, parado,
echado, rumia, proximidad entre ovinos, tiempo que pasan en sol o sombra)
mientras presentan una infeccion natural de parasitos gastrointestinales, fueron
analizados por medio del programa Graph Pad Prism Version 8 (2019), con las
pruebas paramétricas Kruskal-Wallis test. Los resultados muestran diferencias en
el tiempo de permanencia en un lugar de la pradera con sombra, por otro lado, se
notifica que los animales pertenecientes al grupo control (desparasitados)
permanecieron en sombra el 20.1% con un tiempo de 920 s £+ 73 E.E., con una
diferencia significativa para el grupo de infeccién natural doble de 14.3% con 484 s
+ 107 E.E. (P<0.05), tiempo que los animales permanecieron caminando se observo
gue el grupo con la infeccion natural doble tuviera un 2.7% con un tempo127 s + 07
E.E., permanecié caminando casi el doble del tiempo con respecto al grupo control

gue mostrara un 1.8% con un tiempo de 76 s + 08 E.E., (P<0.05), al contrastar el
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tiempo que los animales permanecieron con una proximidad mayor a un metro entre
ellos se observo que el grupo con la infeccion natural triple presento un 9.6% con
un tiempo 464 s + 55 E.E., respecto al grupo control que mostré una diferencia con
un 3.1% y 119 s + 17 E.E., (P<0.05), al analizar el tiempo que los animales
permanecieron parados se observo que el grupo con la infeccion natural doble
presento un 5.3% con un tiempo 230 s + 40 E.E., muy cercano al doble con respecto
al mostrado por el grupo control que mostré un 3.2% y 105 s + 20 E.E., (P<0.05), al
contrastar el tiempo que los animales permanecieron echados se observo que el
grupo control permanecié un 7.7% con un tiempo 51 s + 20 E.E., mientras que los

grupos de infeccidn natural doble y triple no mostraron esta actividad (P<0.05).

Palabras clave: Hongos Comestibles, Antiparasitarios, Sustentabilidad, Produccién

Animal, Conducta.



Abstract

In the present study, two experiments were carried out, the first one evaluated in
vitro the ovicidal and larvicidal effect of hydroalcoholic extracts of degraded substrate
of fungus (SDH) Pleurotus djamor in Haemonchus contortus. Seven groups (n = 4
replicates) were formed, containing 100 eggs / larvae in 50 pL of distilled water /
well. group 1 (negative control group) contained 50 uL of PBS with a PH = 7.4; group
2 (positive control group) contained 50 pL of Thiabendazole (5 mg / mL); Groups 3-
7 acted as treated groups and were evaluated at a concentration of: 5000 ug / mL,
2500 pg / mL, 1250 pg / mL, 625 pg / mL and 312.5 ug / mL of the hydroalcoholic
extracts of SDH of P. djamor. To assess hatching inhibition, readings were taken at
48 h. The effect of the extracts was analyzed by ANOVA, using the comparison of
means with the LSD test with the generalized linear model Statgraphics Centurion
XV, 2006 and the LC50 was determined with a "PROBIT" analysis in the Polo Plus
program. The most relevant ovicidal effect was treatment two (T2) with 96.46% at a
concentration of 2,500 ug / mL. The mortality effect of was presented by treatment
five (TS) up to 23.49% at a concentration of 5,000 ug / mL.

In the second experiment, general behavioral changes were quantified (time spent
performing activities such as grazing, walking, standing, lying down, rumination,
proximity between sheep, time spent in sun or shade) while presenting a natural
infection of gastrointestinal parasites, were analyzed using the Graph Pad Prism
Version 8 (2019) program, with the parametric Kruskal-Wallis test. The results show
differences in the time of permanence in a place of the meadow with shade, on the
other hand, it is reported that the animals belonging to the control group (dewormed)
remained in the shade 20.1% with a time of 920 s + 73 SE, with a significant
difference for the double natural infection group of 14.3% with 484 s + 107 SE
(P<0.05), time that the animals remained walking, it was observed that the group
with the double natural infection had 2.7% with a tempol27 s £+ 07 EE, remained
walking almost twice the time with respect to the control group that showed 1.8%
with a time of 76 s + 08 SE, (P<0.05), when contrasting the time that the animals

remained with a proximity greater than one meter between them, it was observed



that the group with the triple natural infection presented 9.6% with a time 464 s + 55
SE, compared to the control group that showed a difference with 3.1% and 119 s £
17 SE, ( P<0.05), when analyzing the time that the animals remained standing it was
observed that the group with the natural infection Double presented 5.3% with a time
230 s + 40 SE, very close to double with respect to that shown by the control group
that showed 3.2% and 105 s + 20 SE, (P<0.05) , when contrasting the time that the
animals remained lying down, it was observed that the control group remained 7.7%
with a ti me 51 s + 20 SE, while the double and triple natural infection groups did not
show this activity (P<0.05) .

Key words: Edible Mushrooms, Antiparasitic, Sustainability, Animal Production,

behaviour.
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1. Introduccién

A nivel mundial uno de los problemas sanitarios mas graves son las parasitosis
provocadas por nematodos gastrointestinales (NGI) que afectan a pequefios
rumiantes provocando dafios severos en la salud de animales, adicionalmente limita
su productividad (Rinaldi et al., 2015).

Las pérdidas econémicas provocadas por parasitos tienen un alto impacto en la
produccion de las explotaciones ovinas y caprinas (McLeod, 1995; Gilleard, 2013).
En los sistemas productivos, los rumiantes presentan infecciones mixtas con mas
de un género y especie de NGI. Entre estas especies se ha notificado que el
nematodo Haemonchus contortus, tiene una prevalencia mayor de 37% en México
y que estan ampliamente distribucion en las zonas tropicales y subtropicales
(Gonzélez-Gardufio et al., 2011).

Se ha notificado importantes pérdidas econdémicas en controlar estas parasitosis en
la ganaderia, para México las pérdidas econdmicas por afio se han registrado
alrededor de $8,902 millones de pesos mexicanos debido al aumento de costo de
control (antihelmintico, mano de obra y equipo) ademas en zonas tropicales los NGI
son el mayor problema que limitan la produccion de rumiantes (Rodriguez-Vivas et
al., 2017).

Los productos antihelminticos son el principal método de control de los parasitos de
los rumiantes, a nivel mundial es notoria la disminucién del éxito de estos
tratamientos (Gonzalez-Gardufio et al., 2014) favoreciendo el desarrollo de la
resistencia antihelmintica (RA). Debido a la RA, se han generado métodos
alternativos de control. Las alternativas de control de NGI en ovinos que se han
utilizado principalmente son las siguientes: agujas de cobre, vacunas, manejo del
pastoreo, biocontrol, etnoveterinaria y desparasitacion selectiva (Torres-Acosta et
al., 2012).



Otro método alternativo de control es el uso de los hongos comestibles, que cuentan
con multiples propiedades medicinales y terapéuticas, particularmente como
antiparasitarios (nematicidas), siendo uno de los principales el género Pleurotus del
cual se han notificado 23 especies que presentan esta actividad en pruebas in vitro
(Liy Zhang, 2014).

Este hongo presenta actividad nematicida in vitro en contra de larvas H. contortus
(Rodriguez-Bamaca et al.,, 2014). Con base en estos antecedentes P. djamor
representa una alternativa potencial para el control de H. contortus y podria formar
parte de un método integral para disminuir las enfermedades parasitarias

provocadas por NGI en los ovinos (Pineda-Alegria et al., 2017).

El cambio de comportamiento de los animales como la zoofarmacognosia
preventiva, que se basa en buscar no solo los alimentos que necesitan sino también
las sustancias necesarias para su salud, también podria brindar informacion
relevante, sugiriendo la presencia de infecciones incluso previo al diagnostico y la
presencia de sintomatologia por las infecciones causadas por NGI (Bojkovski,
2014).

En un estudio realizado por Flores-Pérez et al. (2019) refirieron que novillos
infectados con H. contortus presentaron menor eficiencia alimenticia y menos
energia neta para su mantenimiento, lo cual afecté su rendimiento productivo, asi
como su comportamiento. Los cambios de comportamiento que ocasiona H.
contortus en ovinos han sido poco estudiados y tampoco se han reportado las
actividades en las que es mas visible. Sin embargo, estudios previos notifican que
algunos animales infectados usan estrategias de automedicacion como el consumo
de forrajes nutracéuticos (Waller y Thamsborg, 2004; Villalba et al., 2013). Asi
mismo (Hart, 2011) notifica la limitacion del contacto con animales enfermos. La
zoofarmacognosia o automedicacion ha sido observada sélo en su aspecto curativo
y en contexto de pastoreo de gramineas como Cynodon nlemfluensis (estrella
africana) y leguminosas como Acacia cochliacantha (cubata) de clima templado. Sin
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embargo, en vegetacion heterogénea tropical, las cabras no presentan
automedicacion curativa, es decir la infeccion por NGI no determina un cambio en
el consumo o seleccién que sea dirigido a la eliminacion de la infecciéon (Ventura-
Cordero et al., 2018). En cambio, la automedicacion preventiva si ha sido notificada
en pequefios rumiantes tanto en condiciones de campo como en estudios de

cafeteria (Ventura-Cordero et al., 2017).

Una consideracién importante es que cuando los ovinos infectados artificialmente
con H. contortus, son forzados a consumir dietas con altas concentraciones de
polifenoles, es posible observar una reduccion en la excrecion de huevos de NGI
por gramo de heces (Méndez-Ortiz et al., 2019). Sin embargo, eso no significa que
cuando los animales tienen la posibilidad de escoger, optaban por los alimentos con
mayor concentracion de polifenoles, esto significa que puede influir mas en su

conducta de alimentacién el balanceo de nutrientes.

Los cambios del comportamiento en que los ovinos que pueden verse influenciados
por la infeccion de NGI son: 1) disminucion del consumo de alimento, 2) mayor
seleccion o consumo de alimento con polifenoles (taninos condensados). Sin
embargo, en ovinos la infeccion por NGI no afecta necesariamente el consumo ni la
seleccion, aun cuando el nivel de infeccion sea elevado. Estas dos, son mas
influenciadas por el balance nutricional que obtiene el pequefio rumiante con los
alimentos que dispone, particularmente la proporcién energia-proteina consumida
(Ventura-Cordero et al., 2018; Torres-Fajardo et al., 2018). También es necesario
considerar la resistencia y resiliencia de los pequefios rumiantes del trépico por las

infecciones por NGI.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto nematicida de
extractos del sustrato degradado (SDH) de P. djamor in vitro y el comportamiento

de ovinos con infecciones naturales de parasitos gastrointestinales.



2.- Antecedentes

El ovino (Ovis aries), es un animal rumiante que tiene tres compartimientos
pregastricos (rumen, reticulo y omaso), que utilizan para su digestién, ademas,
pueden consumir alimentos fibrosos que son digeridos por los microorganismos que
se encuentran en simbiosis en los diferentes compartimentos. También les permite
utilizar otras fuentes simples de nutrientes, como los compuestos nitrogenados no
proteicos o utilizar proteinas de mediana calidad. Por su habito de alimentacién se
considera un animal pastoreador (Clauss et al., 2003; Hofmann, 1973), aunque
puede incorporar en su dieta una proporcién de hasta 40 a 50% de plantas
arbustivas cuando los rebafios son mantenidos en vegetacidon heterogénea
(Gonzalez-Pech et al., 2021). Los tres productos principales que se obtienen de O.

aries son: carne, lana y leche; asi como las pieles como subproducto.

2.1 Produccién de ovinos en México

México se encuentra en la quinta posicion en cuanto a la poblacion ovina en América
respecto a paises como: Brasil, Argentina, Pert y Bolivia (Plan rector sistema
producto ovinos 2016) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Paises con la mayor poblacion ovina en América.

PAISES CABEZAS
Brasil 17,614,454
Argentina 14,700,000
Peru 12,415,395
Bolivia 9,499,147
México 8,575,908
Uruguay 8,200,000
Estados Unidos 5,245,000
Chile 3,300,000
Cuba 2,173,400
Canada 874,700

Plan rector sistema producto ovinos 2016.



En el caso de México la produccion esta concentrada en seis estados acumulando

el 55% de la poblacion de ovinos. Principalmente Estado de México e Hidalgo son

los principales productores, con 16% y 14% respectivamente, de acuerdo con el

sistema de informacion agroalimentaria y pesquera (Plan rector sistema producto

ovinos 2016) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Estados con la mayor poblacion de ovinos.

ESTADO

POBLACION 2013

México
Hidalgo
Veracruz
Oaxaca
Puebla

1,398,954
1,185,294
664,532
519,003
500,819

Plan rector sistema producto ovinos 2016.

La produccion de carne en canal se ha incrementado cerca del 30%, en el periodo
de 2004 a 2013, pasando de 44,315 toneladas a 58,287, en el periodo de 2004-

2014 (Plan rector sistema producto ovinos 2016) (Figura 1).

Produccion en pie (Toneladas)

Veracruz
9.422
8.25%
Zacatecas
8,671
7.59%

Figura 1. Principales Estados productores de ganado en pie 2014. Fuente: Plan rector sistema
producto ovinos 2016.



2.2 Parasitosis como problema de salud en la produccion de ovinos

Los (NGI) son los parasitos mas frecuentes y patdgenos. Las alteraciones que
pueden ocasionar los NGI dependera de la triada medio ambiente (temperatura,
humedad, presencia de compuestos secundarios en la vegetacion), hospedero
(inmunidad, la edad, estado nutricional (Hoste et al., 2016), resistencia, resiliencia
(Retama-Flores et al., 2012) y parasito (nivel de infeccion, los géneros involucrados,
presencia de cepas resistentes) pudiendo afectar el consumo de alimentos, asi
como deficiencias en los procesos de digestidon y absorcion, lo cual se ve reflejado

en la ganancia de peso y desarrollo (Torres-Acosta et al., 2003; Lippi et al., 2013).

Los signos clinicos que pueden presentar los animales con altos niveles de infeccidn
por NGI son: debilidad, diarrea, edema submaxilar, anorexia, baja conversion
alimenticia, bajos indices de fertilidad y en corderos jovenes, la muerte. Los
nematodos de la familia Trichostrongylidae son los causantes principales de las
parasitosis en los rumiantes. Este grupo incluye a varios géneros de Haemonchus,
Ostertagia, Trichostrongylus, Cooperia, entre otros (Zarlenga et al., 2016). El
nematodo H. contortus se localiza en el abomaso de los ovinos, provocando una
enfermedad conocida como Haemonchosis ovina (Besier et al., 2016), y es el NGI
con mayor prevalencia nacional y mundial (Gonzalez-Gardufio et al., 2011;
Gebresilassie y Tadele, 2015) (Figura 2).
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Figura 2. Frecuencia de los principales géneros de nematodos gastrointestinales en dos épocas del

afio en la sierra de Tabasco. Fuente: Gonzalez-Gardufio, 2011.

2.3 Haemonchus contortus

Es un NGI que afecta a ovinos y otros rumiantes en todo el mundo sobre todo en
regiones calidas y humedas y son de los parasitos mas frecuentes y dafiinos. Son
de un color rojizo, con una cavidad bucal con lanceta dorsal, un eséfago claviforme
y la cuticula lisa con papilas cervicales. Los machos pueden llegar a medir de 19 a
22 mm con una bolsa copuladora bien desarrollada; por su lado las hembras pueden
medir 25 a 34 mm con un pliegue vulvar prominente y la cola en punta (Taylor et al.,
2015) (Figura 3).

Figura 3. Fotografia del nematodo H. contortus (20X).
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2.3.1 Ciclo de vida de Haemonchus contortus

Los huevos de NGI son expulsados del organismo del animal parasitado en las
heces y liberados sobre las praderas (Mehlhorn, 2004). En este momento se
encuentran en estado de embriogénesis. En las condiciones adecuadas de
temperatura y humedad, en uno o dos dias se desarrolla el embrién dentro del
huevo y eclosiona una larva de primer estado (L1) (Herndndez, 2011). La forma de
la L1, cuenta con una cavidad bucal y eséfago bulboso (rabditiforme) provisto de un
aparato valvular caracteristico de una forma de “Y” en el que es seguido de un

intestino simple que culmina en el ano (Mehlhorn, 2004).

La L1 se alimenta con las sustancias contenidas en las heces fecales y con
bacterias, esporas de hongos y agua. Después un tiempo de inmovilidad, la larva
sufre una muda y cambia su vaina, transformandose en larva de segundo estadio
(L2). Su morfologia es muy similar a la L, la diferencia es el tamafio y su esofago
es menos rabditiforme, presenta un aparato valvular visible, se alimenta en forma
similar a la L1 (Hernandez, 2011). Después de 2-3 dias, las larvas de segundo
estadio sufren una nueva muda convirtiéendose en larvas de tercer estadio o larvas
infectantes (L3) (Mehlhor, 2004). Estas conservan la vaina, que funciona como una
proteccion contra los factores externos. La Lz no se alimenta del exterior,
consumiendo en cambio reservas contenidas en sus células intestinales. Las Lz son
muy activas y pueden subir por los tallos y llegar a las hojas del pasto (Hernandez,
2015).

Las Ls constituyen la dltima etapa del ciclo biolégico fuera del huésped definitivo.
Ingeridas con el forraje penetran en la mucosa del abomaso o del intestino, donde
sufren dos mudas mas, convirtiéndose en larvas de cuarto y quinto estadio que son

los adultos (Ls), que al madurar representan las formas sexuales (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo de vida de H. contortus. A) consumo de Lz por el ovino. B) L4 se alimenta de sangre
al adherirse a la mucosa del abomaso y se desarrolla hasta Ls y adulto. C) Las hembras ovipositan
y salen los huevos junto con las heces al ambiente. D) Al salir del huésped, los huevos de parasito
se desarrollan hasta Li. E) La larva se desarrolla hasta Lz (estadio infectante) donde desarrolla una
vaina que la protegera hasta que sea ingerido por el ovino (Castells, 2004).

El neméatodo H. contortus afecta a ovinos y caprinos (Zapata et al., 2016). La larva
infectante es consumida por el ovino en el forraje y estando en el rumen en el rumen,
puede seguir con su desarrollo, viaja hasta el abomaso y alli llega a su estado
adulto. Una hembra adulta de nematodo puede producir cerca de 5000 mil huevos
y consumir cerca de 200 pL de sangre diariamente. Las hembras tienen la
capacidad de excretar muchos huevos esto es la principal causa de las epidemias
gue se generan al inicio de las lluvias que es cuando se cuenta con las condiciones
climéticas son ideales para el desarrollo de las larvas (Gonzalez-Gardufio, 2011).
Sin embargo, el efecto de acumulacion de la infectividad en las praderas es gradual
(el ciclo es de 21 dias) y sumado a la naturaleza sobre dispersa de la infeccion por
NGI, la mayor infectividad en temporada de lluvias esta presente al final de la

temporada (Jaimez-Rodriguez et al., 2019).



Dentro del ovino las larvas penetran el abomaso e intestinos, mudan nuevamente y
pasan a L4, posteriormente se transforman en Ls o pre adultos que una vez que
maduran sexualmente y pasan a ser adultos. después de la copula, las hembras
producen huevos, cerrandose asi el ciclo, esto ocurre a los 21 dias después de ser

ingeridas las Ls.

2.4 Coccidia sp.

La coccidiosis es una enfermedad gastrointestinal causada por parasitos del género
Eimeria el cual es un protozoo que afecta a los rumiantes en todo el mundo,
principalmente animales jovenes y estresados (Lucas et al., 2014). Se han descrito
aproximadamente 1700 especies en muchos huéspedes vertebrados e
invertebrados; sin embargo, la mayoria de ellos son especificos e infectan una
especie de hospedador (Chapman 2014; Chapman et al., 2013). La sintomatologia
incluye pérdida de peso o aumento reducido de peso, diarrea, apatia e inflamacion
del érgano afectado (Tomczuk et al., 2015). Se ha reportado aproximadamente 12
especies de Eimeria que afectan al ganado bovino, mientras que 11 a cabras y
nueve a ovinos (Joachim et al., 2018; Taylor et al., 2016). Se ha notificado que la
coccidiosis afecta la economia y crianza de rumiantes, con pérdidas anuales en

México de $ 474 millones de pesos (Rodriguez- Vivas et al., 2017 a,b).

2.4.1 Ciclo de vida de Coccidia sp.

a) Fase asexual, esquizogonia 0 merogonia

Se inicia con la ingestién y desenquistamiento del ooquiste esporulado dentro del
hospedador. Para el desarrollo del proceso de desenquistamiento es necesario la
presencia de dos estimulos separados, uno de ellos es el suministro de CO: y el
otro la accion de la tripsina y la bilis, lo que permitira la liberacion de los esporozoitos
(Urquhart, 2001). En el proceso cada ooquiste libera ocho esporozoitos que invaden

las células epiteliales del intestino formando un esquizonte 0 meronte, en cuyo
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interior se formaran los merozoitos que infectaran otras células intestinales (Barriga,
2002).

b) Fase sexual

Una vez transcurridos varios ciclos de replicacion asexual, da lugar a la
reproduccion sexual (gametogonia), donde algunos merozoitos se dirijan a la
formacion del gameto masculino o microgameto y en su interior se formara los
microgametocitos. Mientras que otros merozoitos formaran los gametos femeninos
0 microgametos, los que seran fecundados por los microgametos para dar como
resultado a los ooquistes, los cuales seran eliminados a través de las heces (Rojas,
2004). Estos ooquistes que fueron eliminados son inmaduros (no esporulados) y
necesitaran de 3 a 6 dias, que en déptimas condiciones ambientales desarrollaran
en su interior los esporozoitos y se convertirdn en infectantes o esporulados.
(Urquhart, 2001) (Figura 5).

S Ciclo asexua

esporulados)

Figura 5 Ciclo de vida de Coccidia sp. A) consumo de oocitos esporulados, B) Esporoziotos, C)
invasion, D) Ciclo asexual, E) Ciclo sexual, F) Ooquistes en heces, G) Esporogonia. (Propiedad del

autor del presente estudio).
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2.5 Strongyloides sp.

Se localiza en la mucosa del intestino delgado de la ovino. Su distribucién es
mundial y es mas frecuente en la oveja que en el bovino. Las hembras
partenogenéticas miden 3.5-6 mm x 50-65 micras. Su cuerpo es largo y filiforme,
mas delgado en la regién cefalica. La boca esta rodeada de cuatro labios y cuatro
papilas. Posee eso6fago largo y casi cilindrico, vulva en el tercio posterior del cuerpo
rodeado de labios poco notables y la parte posterior corta, conica y truncada
posteriormente. Los huevos son elipsoidales (40-60 x 20-32 micras) de pared

delgada y embrionados (Cordero del Campillo et al., 1999).

2.5.1 Ciclo de vida de Strongylus sp.

El ciclo de vida consiste en una forma de vida libre en la que los machos y hembras
se reproducen fuera del huésped en el medio ambiente y otra forma parasitaria solo
de hembras que comienza cuando las larvas ingresan al huésped por via cutanea,
oral o transmamaria (Shoop et al., 2002). Las larvas realizan una migracién
pulmonar y finalmente maduran a hembras partenogenéticas en el intestino
delgado, producen huevos que una vez en el medio exterior completan su desarrollo
a larvas infectantes (L3) (Shoop et al., 2002; Dillard et al., 2007). Las larvas también
pueden llegar a la ubre por via sanguinea e infectar a las crias en lactacién, o
atravesar la placenta e infestar al feto (Dillard et al., 2007). La infeccion por
Strongylus sp. es comun en ovinos en nuestro pais y su patogenicidad se considera
baja, los huevos que son pequefios, larvados y semitransparentes, generalmente
se subestiman en el diagndstico. En rumiantes jovenes la enfermedad puede variar
desde una forma asintomética en infeccion leves, hasta una enteritis severa con
diarrea, neumonia y muerte (Brown et al., 2007). Puede causar también muerte
subita por para cardiaco, independientemente de la presencia o ausencia de

migracion larvaria (Kobayashi et al., 2009; Nakamura et al., 1994) (Figura 6).
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Hembras y Machos

D) Huevos en

Figura 6 Ciclo de vida de Strongylus sp. A) Ingestion, B) Desarrollo, C) Hembras y Machos adultos,
D) Huevos en las heces, E) Huevos de Strongylus sp., F) Huevo desarrollado (Propiedad del autor

del presente estudio).

2.6 Control convencional

En la actualidad los antihelminticos que se encuentran disponibles son agrupados
de acuerdo con su composicion quimica, asi como los efectos sobre los parasitos.
De acuerdo con esto, los bencimidazoles, los imidazotiazoles y las lactonas
macrociclicas son de mayor utilidad ya que se les considera antihelminticos de
amplio espectro. Estos compuestos son muy efectivos; debiendo usar y elegir
adecuadamente mediante criterios técnicos, para obtener respuestas clinicas

deseables (Rodriguez-Gémez, 2016).

Otros factores, como la estructura quimica del compuesto, las propiedades
farmacocinéticas, la condicién de los ovinos, el ciclo biolégico de los NGI y el mal
uso de los farmacos propician una disminucion en el efecto de este; ademas de
originar poblaciones de NGI con resistencia a estos compuestos quimicos (Medina
et al., 2014).
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A partir del surgimiento de los antihelminticos de amplio espectro en el mercado
hace mas de 40 afos, los productores han aprendido que la forma correcta para
controlar los NGI en los rebafios ovinos es la desparasitacién constante de todos
los animales de la granja (Molento et al., 2011). Sin embargo, la dependencia total
de un solo método de control ha demostrado ser poco eficiente a largo plazo. A
pesar de la constante busqueda de diversas estrategias de control de los NGI
causantes de enfermedades parasitarias por parte de los cientificos y los
productores, desde hace muchos afos, la desparasitacion a través de farmacos se

ha colocado como un método de control parasitario efectivo (Medina et al., 2014).
2.7 Resistencia antihelmintica

La RA se considera como el problema de disminuir gradualmente el efecto
antihelmintico sobre los parasitos de todas las especies (Esteban-Ballestero et al.,
2018). Ademas, es una capacidad heredable de los NGI para sobrevivir a
tratamientos con unas dosis terapéuticas, fuera suficiente para ocasionar la
disminucién del desarrollo o la muerte de los neméatodos de una poblacion normal o

susceptible (Martinez, 2010).

En 1977 en Estados Unidos fue notificado el primer caso de NGI resistentes a los
antihelmintico (Drudge et al., 1977). Campos et al., 1990 notifica la presencia de RA
al albendazol en Mexico. En la actualidad los parasitos con resistencia
antihelmintica se encuentran presentes en la mayoria de los rebafios del sureste de

México, América Latina y a nivel mundial (Torres et al., 2011, 2012) (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Resistencia antihelmintica en el sureste de México.

Lugar Familia de antihelmintico Genero de involucrados Referencia

Yucatan Bencimidazoles y Lactonas Macrociclicas Haemonchus sp., y Trichostrongylus. Torres et al.,
2003

Huimanguillo y Teapa, Bencimidazoles Haemonchus sp., Teladorsagia., y Gonzalez et al.,
Tabasco Oesophagostomum 2003

Centla, Tabasco Bencimidazoles y Lactonas Macrociclicas Haemonchus sp., Teladorsagia., Nuncio et al.,
Oesophagostomum. 2003

Tabasco Bencimidazoles, Imidazotiazoles y Lactonas No reportado Nuncio et al,
Macrociclicas 2005

Campeche Bencimidazoles y Lactonas Macrociclicas Trichostrongylus Torres et al,
2007

Centro y altos de Chiapas Bencimidazoles, Imidazotiazoles y Lactonas Haemonchus sp., y Teladorsagia. Sénchez et al.,
Macrociclicas 2008

Centro de tabasco Bencimidazoles, Imidazotiazoles y Lactonas Haemonchus sp., y Trichostrongylus. Medina et al,
Macrociclicas 2011

San Fernando Chiapas Bencimidazoles, Imidazotiazoles y Lactonas Haemonchus sp., Trichostrongylus., Reyes et al.,
Macrociclicas Teladorsagia. 2013

Jalapa, Centro y Cunduacan; Bencimidazoles, Imidazotiazoles y Lactonas Haemonchus sp., Trichostrongylus., Herrera et al,
Tabasco Macrociclicas Oesophagostomum 2013

Fuente: Medina, 2014.
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2.8 Alternativas de control de nematodos gastrointestinales en ovinos

Se han desarrollado diversas alternativas para controlar los NGI, con diversos
resultados de éxito; buscando la disminucion del uso de farmacos antihelminticos,
asi como, evitar la presencia o el crecimiento de la RA. Las principales alternativas
de control de nematodos en ovinos son las siguientes: manejo del pastoreo,
inmunizacion con larvas y vacunas; contortin H-11 y H-gal-GP (Medina et al., 2014),
control biolégico, adicionalmente se ha demostrado la eficacia de la actividad
antihelmintica de los extractos de las siguientes plantas: Zarzo amarillo (Acacia
flavescens), Huizache (A. fornesiana), Eucalipto (Corymbia citriodora), Melon
amargo o cundeamor (Momordica charantia), rabo de mico (Heliotropium indicum),
flor de ajo (Cydista aequinoctialis) con alta eficacia (Espinoza-Moreno et al., 2016),
también se han utilizado las agujas de cobre que se administran por via oral
posteriormente pasan a través del rumen y se alojan en el abomaso donde se
liberan iones de cobre que ejercen un efecto antihelmintico por la reaccion
secundaria que provoca un desbalance iénico que provoca la muerte de los
parasitos, en este contexto se ha notificado la disminucion de NGI del 75% y 90%
en los animales (Medina et al., 2014), finalmente se ha utilizado la desparasitacion

selectiva (Mendoza-Gives, 2019; Torres-Acosta, 2011).

2.9 Hongos comestibles

México es uno de los reservorios culturales y biolégicos mas importantes de hongos
silvestres comestibles en el mundo. Esto debido principalmente como resultado de
la particular diversidad biolégica, condiciones geoldgicas y geograficas (Pérez-
Moreno et al., 2010; Garibay-Orijel et al., 2010). En México al menos 303 especies
de hongos se utilizan tradicionalmente con fines culinarios (Boa, 2004), debido a su
contenido nutrimental, el hongo P. djamor y en general los hongos comestibles, son
un alimento altamente recomendado para diversos tipos de dietas (Martinez-
Carrera et al., 2016).
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El término «setas» es aplicado en México para referirse a los hongos del género
Pleurotus (P. ostreatus y afines), estos hongos también son conocidos
popularmente como orejas blancas, orejas de palo, orejas de patancén, orejas de
cazahuate y orejas de izote. Nuestro pais es pionero en el cultivo de setas en
América Latina, en los afios 70 se inici6 con esta actividad y ha aumentado su

propagacion y consumo (Gaitan et al., 2006).

Los hongos cuentan con funciones significativas en los ecosistemas y se encuentran
en todo tipo de entornos, estos atributos funcionales de los hongos se reflejan en

su gran variedad de formas, caracteristicas fisiologicas y propiedades bioquimicas.

Se estima que los hongos superan en numero a las plantas en al menos seis a uno
(Blackwell, 2011). Las estimaciones recientes del nimero de hongos que existen en
la tierra son de hasta 5.1 millones de especies (Blackwell, 2011) y solo alrededor

del 2% al 3% de estas especies son conocidas.

En México la produccion de hongos asciende los 200 millones de délares anuales y
beneficiando asi con 25,000 empleos directos e indirectos (Martinez-Carrera et al.,
2007). El continente asiatico produce el 99% del cultivo de Pleurotus,
especificamente en China. Mientras que, para Latinoamérica, el cultivo se produce
especialmente en Brasil, México, Colombia, Argentina y Guatemala (Royse y
Sanchez, 2017).

Los hongos silvestres se recolectan y se usan como alimento para generar ingresos
en mas de 80 paises. Existe una diversidad relativamente grande de diferentes tipos
(més de 1,000 especies) registradas para estos propdsitos. En 2013, los hongos
silvestres representaron aproximadamente el 8% del valor de los componentes de

la industria mundial de los hongos (Royse y Sanchez, 2017).

Los hongos medicinales producen méas de 125 funciones medicinales (Chang y
Wasser 2012). Estos incluyen propiedades: antitumorales, inmunomoduladoras,
antioxidantes, depuracion de radicales libres, cardiovasculares,
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antihipercolesterolemias, antivirales, antibacterianas, antiparasitarias,
hepatoprotectoras, detoxificantes y antidiabéticas. Los basidiomicetos contienen
polisacaridos biolégicamente activos principalmente en los carpoéforos y el micelio
(Chang y Wasser, 2012).

2.9.1 Propiedad nematicida de Pleurotus spp.

Respecto a la propiedad nematicida del hongo comestible se ha notificado que 23
especies del género Pleurotus presentan esta actividad nematicida en pruebas in
vitro (Li y Zhang 2014). Adicionalmente, algunos productos bioactivos como:
proteasas (Genier et al., 2015), acidos grasos (Pineda-Alegria et al., 2017),
alcaloides, compuestos peptidicos, terpenos (Li et al., 2007), taninos condensados
y compuestos fendlicos (Ganeshpurkar et al., 2012) obtenidos a partir de Pleurotus
spp., estos compuestos han mostrado una actividad in vitro antiparasitaria
importante, particularmente contra NGI de importancia agropecuaria y de salud
publica como los céstodos Hymenolepis nana y H. diminuta (Shariat et al., 1994,
Palizi 2009; Ramirez-Barquin, 2020).

El género Pleurotus posee caracteristicas nutracéuticas determinadas a partir de
los basidiomas, en cuanto a las propiedades medicinales presentes en el hongo P.
djamor se han notificado en los carpoforos, micelio e incluso en el medio de cultivo

denominados “filtrados” (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Propiedades medicinales notificadas en Pleurotus djamor.

Propiedad Extractos Referencia
Micelial Metandlico Etil/ Etandlico Hexano/
Acetato Cloroformo
Antibacteriana X X Das et al., (2017), Rosa et al., (2009), Suresh et al.,
(2017), Acharya y Saha (2011), Milton et al., (2017).
Antioxidante X X X Valencia del Toro et al., (2008), Guzman et al., (2009),
Sudha et al., (2016).
Antifungica X Acharya y saha (2011).
Hepaprotectora X Zhang et al., (2016).
Antidiabética X Zhang et al., (2015).
Inmunomoduladora X Carbonero et al., (2015).
Antioxidante X X Yoon et al. (2012), Acharya et al., (2017), Milton et al.,
(2017).
Anticancerigena X X X Ho et al., (2004), Carbonero et al., (2006), Wu et al.,
(2010), De Barba et al., (2011).
Antiparasitaria X X Rosa et al., (2009), Pineda-Alegria et al., (2017).
Antiinflamatoria Eigorashi et al., (2008), Carbonero et al., (2008).
Antiviral X Kiduruli et al., (2010).
Antilipidémica X Yoon et al., (2012).

Fuente: Salmones, 2017.
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2.9.2 Caracteristicas del sustrato degradado de hongos (SDH)

Muchas especies de hongos se cultivan en el mundo, la produccion global es mayor
a seis millones de toneladas y en términos econdmicos ascienden a cuatro millones
de délares, por otra parte, los hongos comestibles se producen sobre materiales o
insumos naturales derivados de la agricultura, la explotacion forestal, la crianza

animal y de las industrias manufactureras (Nieto et al., 2016).

Una vez que los hongos comestibles han sido cosechados se produce toneladas
del SDH, y los productores de hongos desechan este material al ambiente
contaminando, a este material del sustrato degradado se puede aprovechar para

emplearlo para otras actividades y apoyando la economia circular.

El SDH presenta propiedades nutricionales y medicinales que podrian servir como
alimento de rumiantes. Actualmente se estan obteniendo muchos beneficios
mediante diferentes usos y se estan valorando muchas posibilidades mas a escala
internacional (Rinker, 2015).

Por cada tonelada de hongos producidos, se generan de una a dos toneladas de
materiales residuales (peso seco) (Toledo, 2015). La pregunta fundamental
considerando que los recursos naturales son limitados y que estan relacionados con
la salud humana y el ambiente (sustentabilidad) (Bejarano, 2016) es: ¢ Qué utilidad

o valor puede tener este material residual procedente del cultivo de Pleurotus sp?
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Se ha notificado los posibles usos que puede tener el SDH, haciendo referencia a
su empleo en biorremediacion (purificacion de aire, agua, suelos y sustratos
contaminados con plaguicidas), utilizacion en otros cultivos (flores y hortalizas en
invernadero, frutas y hortalizas en campo, otros cultivos), enmienda general de
suelos, semilleros y paisajismo, alimentacion animal y acuicultura, control de plagas
y enfermedades y usos diversos (combustible, vermicultura, otros), considerando
también su reutilizacién en el cultivo de hongos, como material de cobertura para

Agaricus spp. y como sustrato para el cultivo de otras especies (Rinker, 2002).

21



3. Justificacion

En la actualidad el uso y abuso de productos quimicos han generado la RA dentro
de los NGI, por tal motivo surge la necesidad de buscar métodos de control
alternativo, algunos de los materiales/insumos utilizados para el desarrollo de
hongos comestibles se han notificado como candidatos para combatir los NGI esto
debido a que los hongos comestibles producen una amplia variedad de compuestos
bioactivos que tienen una importancia en la industria quimica y farmacéutica para el
desarrollo de productos naturales ya que algunos hongos comestibles han
demostrado poseer una importante actividad biologica contra NGI en animales. El
presente estudio se encuentra centrado en dos paradigmas. Por una parte, avanzar
en el método de control basado en el uso de P. djamor cuyos sustratos han
demostrado actividad antihelmintica sobre H. contortus y determinar si el extracto
del sustrato degradado (SDH) en el que crece P. djamor conserva actividad
antihelmintica in vitro.

Se ha notificado que los animales poseen la habilidad de automedicacién o de
cambio de comportamiento para evitar el consumo de ciertos elementos que le
puedan causar un dafio, asi como consumir aquellos que le ayudan a controlar las
infecciones gastrointestinales. La evaluacion de la conducta en ovinos con
infecciones naturales de pardsitos gastrointestinales que nos permitird conocer los
cambios conductuales para que a futuro se realicen estudios en ovinos infectados y
administrarles un tratamiento a partir de (SDH) de hongos comestibles como el P.

djamor.
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4. Hipotesis

H1: Al menos un tratamiento del extracto hidroalcohdlico del sustrato degradado de
hongo P. djamor presentara efecto in vitro ovicida a las 48 h y efecto larvicida a las
72 h (Ls3) de H. contortus.

H2: Las infecciones de parasitos gastrointestinales (H. contortus, Coccidia sp.,

Strongyloides sp.) en ovinos Santa Cruz generan cambios conductuales en
pastoreo.
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5.- Objetivo general

Evaluar el efecto nematicida de extractos del sustrato degradado (SDH) de P.
djamor in vitro y el comportamiento de ovinos con infecciones naturales de parasitos

gastrointestinales.

Objetivos especificos

|.-Obtener los extractos hidroalcohodlicos de 10 mezclas de SDH de P. djamor.
[I.-Evaluar el efecto de los 10 extracto hidroalcoholicos de SDH de P. djamor in vitro
para determinar cual tiene el mayor efecto ovicida (48 h) y larvicida (72 h) sobre H.
contortus.

[Il.-Obtener la CLso de aquellos extractos hidroalcohdlicos del SDH de P. djamor que
inhiban la eclosion de huevos de H. contortus.

IV.- Obtener la CLso de aquellos extractos hidroalcohélicos SDH P. djamor que
induzcan la mortalidad de H. contortus (Ls).

V.-Cuantificar los cambios conductuales generales (tiempo que pasan realizando
actividades como: pastoreo, caminar, parado, echado, rumia, proximidad entre
ovinos, tiempo que pasan en sol o sombra) mientras presentan una infeccion natural

de parasitos gastrointestinales.
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6.- Materiales y métodos

El presente estudio consta de dos experimentos:
Experimento 1
Evaluaciéon del efecto ovicida, larvicida de extractos hidroalcohdlicos SDH de P.

djamor in vitro (Figura 7).

Evaluar in vitro el efecto ovicida (48 h) y larvicida (72 h) de extractos
hidroalcohdlicos del SDH de P. djamor

Obtener huevos y larvas Obtener los extractos hidroalcohdlicos de
infectantes (L3) de H. 10 mezclas de SDH de P. djamor.
contortus.

Evaluar in vitro diez extractos hidroalcohdlicos del
SDH de P. djamor contra huevos de H. contortus.

Evaluar in vitro diez extractos hidroalcoholicos del SDH
de P. djamor contra larvas infectantes (L3) de H.

contortus

Analisis estadistico de los
experimentos

Figura 7. Diagrama de actividades del estudio.
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Experimento 1

6.1 Produccién del SDH de P. djamor

El SDH de P. djamor se obtuvo del Laboratorio de hongos tropicales del Colegio de
la Frontera Sur (ECOSUR, Sede Tapachula, Chiapas, México). Se utilizaron granos
de diferentes insumos agricolas abundantes en el area del Soconusco, Chiapas a
65% de humedad, bajo condiciones de esterilidad a 121 °C /30 min. De estos
insumos se hicieron diez mezclas diferentes que fueron usadas como sustratos para
el hongo. Se utiliz6 2-4% de semilla de hongo para la siembra, mezclando
semilla/sustrato y se conservaron en bolsas con orificios durante 10-20 dias a 20-
26 °C. Los cultivos fueron procesados a una humedad de 78-85% y temperatura de
20-26 °C, iluminacién natural y ventilacion por 30-35 dias (Quimio, 2002). Los
porcentajes inclusion de SDH de P. djamor en las diferentes mezclas. Posterior al

crecimiento del hongo se obtuvieron los sustratos degradados (SDH) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Porcentajes SDH de Pleurotus djamor.
Sustrato degradado

Lote Cepa Composicién de la mezcla (%)
Olote Pasto Pulpa de café
Pangola*

AT1 123 16.66 66.66 16.66
AT2 123 16.66 16.66 66.66
AT3 123 0 50 50
AT4 123 66.66 16.66 16.66
AT5 123 33.33 33.33 33.33
AT6 123 0 0 100
AT7 123 0 100 0
ATS8 123 100 0 0
AT9 123 50 50 0
AT10 123 50 0 50

*pasto pangola (Digitaria decumbens).
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6.1.1 Anélisis bromatoldgico del SDH de P. djamor

De acuerdo con los resultados obtenidos in vitro contra huevos y larvas de H.
contortus se seleccionaron a tres tratamientos para realizar un analisis
bromatoldgico. Cada mezcla de SDH, se sec6 al horno a 40 °C hasta alcanzar un
peso constante. Las muestras secas fueron molidas a un tamafio de particula de 1
mm. Los andlisis realizados fueron: materia seca (MS) (no. 7.007), proteina cruda
(CP) (no. 2057), ceniza (no. 7009) (AOAC, 1980).
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6.1.2 Obtencion de los extractos hidroalcohdlicos del SDH de P. djamor

Se pesaron individualmente 50 g de cada SDH, el material se coloc6 en un matraz,
posteriormente se agreg6 una mezcla total de 0.5 L de metanol/ agua (70:30). Se
dejaron por 24 h y posteriormente se filtr6 el macerado en tres pasos :1) gasa, 2)
algodon y 3) papel filtro. Se realizé una segunda extraccion con metanol/agua
(70:30) por 24 h. Posteriormente el volumen fue concentrado para remover el
metanol a presion reducida. Posteriormente las muestras fueron liofilizadas y se
almacenaron para posteriormente realizar los bioensayos (Pineda-Alegria et al.,
2017) (Figura 8).

Figura 8. A) Pesado de muestras B) Maceracion (70:30), C) Filtracién. D) Concentracion de muestra,

E) Liofilizacién, F) Alimacenamiento 4°C.
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6.1.3 Obtencion de huevos y larvas infectantes (Ls) de H. contortus

Se utiliz6 un ovino donador y se mantuvo bajo condiciones controladas de
alojamiento y alimentacion. El ovino se infect6 artificialmente con 350 La/kg/p.v. de
H. contortus, via oral, las heces se colectaron del recto del ovino infectado y se
empled la técnica de McMaster para observar la presencia de huevos de nematodos
y estimar el nimero de huevos eliminados por gramo de heces (HPG) (Liébano et
al., 2011).

Para la obtencion de huevos de H. contortus, las muestras se tomaron directamente
del recto del ovino y la extraccion de huevos de la muestra se realizé por maceracion
hasta obtener una mezcla homogénea y se tamizo, posteriormente se lavé con agua
de la llave en mallas de distintas aperturas (40, 140, 400 micras) solo permitiendo
el paso de particulas de menos de 38 um. El liquido resultante se recolecté en un
tubo de ensayo con 9 mL de sacarosa al 40% adicionando 3 mL en una relacion
3:1, se centrifugdé a 1500 rpm con el fin de formar un gradiente de densidad. Se
recuperaron los huevos que quedaron en el anillo que forma y por ultimo se vertié
en un tamiz de 400 uym, con agua se lavd el exceso de sacarosa y se recolecto el

liquido en un tubo de plastico de 15 mL.

Para la obtencion de larvas infectantes (Ls), después de 21 dias, las heces del ovino
donador se recolectaron con ayuda de una palangana y se realizé un cultivo,
dejando siete dias en condiciones Optimas (aireacion y humedad) para el desarrollo
hasta la Ls. Después de siete dias se recuperaron las larvas por medio de la técnica
de embudo de Baermann. Las muestras fueron procesadas para la obtencion de
(L3) en cultivos (Arizmendi-Lépez et al., 2014; Huicochea-Medina et al., 2015)
(Figura 9).

Para la eliminacion de la vaina de las larvas Ls se utilizo hipoclorito comercial
0.187% donde se expusieron las larvas durante 5 min, se centrifug6 a 3500 rpm con
el fin de eliminar el hipoclorito de sodio, una vez terminados los lavados se evaluo

in vitro de acuerdo con la técnica de (Chan-Pérez, 2016).
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Figura 9. Obtencién de huevos y (L3) de H. contortus; A) ovino donador con H. contortus, B) técnica
de McMaéster, C) cuantificacion de nimero de huevos o larvas, D) mediante el empleo de tamices de
distinta graduacion se separaron las heces de los huevos de H. contortus, E) utilizando un gradiente
de sacarosa al 40-45% para eliminar los detritus presentes en la muestra, F) huevo de H. contortus

eclosionando.
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6.2 Evaluacion in vitro del efecto ovicida y larvicida de extractos
hidroalcohdlicos del SDH en H. contortus

La confrontacion se realizé en placas de microtitulacion de 96 pozos. Se formaron
7 series con cuatro repeticiones (n=4), que contenian 100 huevos/Ls en 50 uL de
agua destilada por pozo. El grupo 1 (grupo control negativo) contenia 50 yL PBS
conun PH de 7.4); grupo 2 (grupo control positivo) contenia 50 uL de levamisol para
larvas y Tiabendazol para huevo (5 mg/mL); los grupos del 3 al 7 fungieron como
grupos tratados y se evaluaron los extractos a concentraciones de: 3) 5,000, 4)
2,500, 5) 1,250, 6) 625, 7) 312.5 pg/mL. Para evaluar el efecto ovicida y larvicida
(L3) se tomaron lecturas de inhibicion de eclosion a las 48 h y lectura de mortalidad
de larvas Lz a las 72 h. El porcentaje de inhibicion de huevos y mortalidad de Ls fue
calculado mediante las formulas modificadas de Abbott (Arizmendi-Lopez et al.,
2014; Huicochea-Medina et al., 2015) (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Evaluacion in vitro del efecto ovicida y larvicida de extractos hidroalcohdlicos del (SDH)

en H. contortus.

CONCENTRACIONES

SOLUCION MADRE + | CONCENTRACION DE HUEVOS o VOLUMEN FINAL 100
PBS = 50 pL LARVAS (100 EN 50 uL PBS) L

6.3 Analisis estadistico
Para analizar el efecto in vitro de los extractos hidroalcohdlicos del SDH de P.
djamor en huevos (ovicida a 48 h) y larvas Ls (larvicida a las 72 h) de H. contortus
(Ls) se utiliz6 ANOVA.
Controles

* PBS pH 7.4 se utilizé para ajustar el porcentaje ovicida y larvicida

« Un tratamiento adicional para observar el efecto ovicida de Tiabendazol

« Un tratamiento adicional para observar el efecto larvicida de Levamisol
La comparaciéon de medias se realizd con la prueba de diferencias de minimos
cuadrados (LSD por sus siglas en inglés) con el programa Statgraphics modelo
lineal generalizado. Finalmente, se determind la concentracion letal 50 (CLso) con
un analisis “PROBIT” en el programa Polo Plus.
% efectividad antihelmintica = x testigo — x testigo tratado x 100

X testigo

32



7. Experimento 2.

Diagrama de la evaluaciéon de los cambios conductuales (tiempo que pasan
realizando actividades como, pastoreo, caminar, parado, echado, rumia, proximidad
entre ovinos, tiempo que pasan en sol 0 sombra) mientras presentan una infeccion

natural de parasitos gastrointestinales (Figura 10).

Evaluacion del comportamiento

Lotificacion; Muestreos se Tratamiento grupo
realizaron cada tercer dia control T
Grupos infeccion natural
doble y triple Muestreo para comprobar
animales sin parsitos
Observaciones de conducta ‘

Muestreos HPG y consistencia | Peso al inicio mitad y final
de heces al inicio mitad y final del experimento
del experimento

Analisis estadistico de los
| resultados _

Figura 10. Diagrama de actividades del experimento 2.
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A través de la siguiente linea del tiempo se especifican los tiempos en como se

desarroll6 la evaluacion de los cambios conductuales (tiempo que pasan realizando

actividades como, pastoreo, caminar, parado, echado, rumia, proximidad entre

ovinos, tiempo que pasan en sol o sombra (Figura 11).

Dos semanas previas inicio

Sels semanas de experimento

Lotificacion
Dia Dia Dia
A3 08 1
Tres muestreos  Tratamiento Muestreo
HPGeada  qupoconirol  HPG grupo
tercer dia control

Evaluacion del comportamiento

Dia Dia Dia
0 Pl LY,
Primer muesfreo Segundo Tercer muestreq
HPG, mugstreo HPG, HPG.
consistencia de consistencia de consistancia de
Neces, paso. Neces, paso. heces, peso.

Figura 11. Linea del tiempo de actividades a desarrollar en el experimento 2.
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7.1 Lotificacion

Se utilizé un rebafio de 21 ovinos (40+5 Kg), hembras raza Santa Cruz de 10 meses
de edad, con analisis previos de heces mediante examen coproparasitoscopico. Se
asignaron segun el tipo de infeccién natural de pardsitos gastrointestinales que
presentaban, cada grupo con una n=7, los grupos fueron identificados para
distinguirlos en potrero; G1, grupo ovinos con infeccidon natural doble de parasitos
gastrointestinales (H. contortus y Coccidia sp. o Strongyloides sp.); G2, ovinos con
infeccion natural triple de parasitos gastrointestinales (H. contortus, Coccidia sp. y
Strongyloides sp.); G3, ovinos sin infeccion, que fueron desparasitados y

considerados como el grupo control del experimento (Figura 12).

Figura 12. G1, grupo ovinos con infeccion natural doble de parasitos gastrointestinales;G2, ovinos
con infeccion natural triple de parésitos gastrointestinales;G3, ovinos sin infeccién, que fueron

considerados como el grupo control del experimento.

7.2 Tiempo de adaptacion y confirmacion de NGI

Se realizaron tres conteos de huevos por gramo de heces (HPG), se empled la
técnica de McMaster (Rodriguez-Vivas y Cob-Galera, 2005) de cada grupo de
ovinos, dos semanas antes de iniciar el experimento, los muestreos se realizaron
cada tercer dia y se buscO que las cargas parasitarias naturales respecto a H.
contortus de ambos grupos de animales fueran homogéneas estadisticamente.
Mientras que al grupo control se desparasité con una dosis de 400 mg de albendazol

35



via oral e ivermectina a una dosis de 1 mL/50 kg de p.v. via intramuscular, para
asegurar que no hubiera presencia de parasitos gastrointestinales se realizé conteo
de huevos por gramo de heces (HPG) a los siete dias (Szyszka y Kyriazakis, 2013)
Para determinar la frecuencia y tiempo de conductas generales (tiempo que pasan
realizando actividades como, pastoreo, caminar, parado, echado, rumia, proximidad
entre ovinos, tiempo que pasan en sol o sombra) se realizaron observaciones
durante el dia con horarios de 8:00 h, 12:00 h 'y 16:00 h.

7. 3 Evaluacion del comportamiento en pradera

En este proceso se observo focalmente el comportamiento de cada ovino por un
lapso de 10 min (Mitlohner, 2001), en horarios de 8:00 h, 12:00 h'y 16:00 h de lunes
a sabado durante 6 semanas, se tomaron registros de cada observacion, para ello
se utilizé un etograma (Mitlohner, 2001). Las observaciones se realizaron en potrero
de 15 x 40 m con pasto estrella (Cynodon plectostachius) y zacate Taiwan

(Pennisetum purpureum) (Cuadro 7).

36



Cuadro 7. Descripcion de los diferentes comportamientos a evaluar.

Comportamiento Descripcion Registro

Periodo de sol Periodo en el cual el animal recibe Tiempo
directamente los rayos del sol.

Periodo de sombra  Periodo en el cual el animal se encuentra Tiempo

Pastorear

Caminar

Rumia

Proximidad >1 m

entre ovinos

Echado

Parado

protegido de los rayos del sol bajo el
arbol.

Periodo en que el animal baja la cabeza
e inicia la cosecha de forraje hasta que
levanta la cabeza nuevamente.

Periodo en el cual el animal se desplaza

a través de sus cuatro patas.

Periodo dedicado a la regurgitacion,
masticacion y deglucibn del bolo
alimenticio.

Se observara distancia entre animales

menor o mayor a 1 metro.

Periodo durante el cual el animal
permanece descansando en cualquier
posicion de reposo.

Periodo en el cual el animal permanece

sostenido en sus cuatro patas.

Frecuencia, Tiempo

Frecuencia, Tiempo

Frecuencia, Tiempo

Tiempo

Frecuencia, Tiempo

Frecuencia, Tiempo
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7.4 Disefio de observaciones

Se realiz6 el disefio de observaciones de los animales de la siguiente manera con
la finalidad de observar 4 animales de cada grupo y al tercer dia se observaron los
3 restantes de cada grupo, mediante este disefio se obtuvieron tres observaciones

de cada grupo cada dos semanas, (Cuadro 8 ay b).

Grupo Infeccién Infeccidon

control doble triple
3 2 9
7 16 15
8 19 17
11 20 18
12 24 22
21 28 23
25 29 27

Cuadro 8. a) Animales a evaluar, Grupo control, Grupo infeccién natural doble, Grupo infeccién
natural triple.
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DIAS DE OBSERVACION EN LA SEMANA

Horario LUNES MARTES MIERCOLES JUEVES VIERNES SABADO LUNES MARTES MIERCOLES JUEVES VIERNES SABADO
3,7,8,11 3,7,8,11 12,21,25 12,2125 3,7,8,11 3,7,8,11 12,21,25 12,21,25 3,7,8,11 3,7,8,11 12,21,25 12,21,25
8:00-10:00
(HORAS) 2,16,19,20 9,15,17,18  24,28,29 22,23,27  2,16,19,20 9,15,17,18 24,28,29  22,23,27 2,16,19,20 9,15,17,18  24,28,29 22,23,27
3,7,8,11 3,7,8,11 12,21,25 12,21,25 3,7,8,11 3,7,8,11 12,21,25 12,21,25 3,7,8,11 3,7,8,11 12,21,25 12,21,25
12:00- 14:00
(HORAS) 2,16,19,20 9,15,17,18  24,28,29 22,2327  2,16,19,20 9,15,17,18 24,28,29 22,2327 2,16,19,20 9,15,17,18  24,28,29 22,23,27
3,7,8,11 3,7,8,11 12,21,25 12,21,25 3,7,8,11 3,7,8,11 12,21,25 12,21,25 3,7,8,11 3,7,8,11 12,21,25 12,21,25
16:00-18:00
(HORAS) 2,16,19,20 9,15,17,18  24,28,29 22,2327 2,16,19,20 9,15,17,18 24,28,29  22,23,27 2,16,19,20 9,15,17,18  24,28,29 22,23,27

Cuadro 8. b) A través de este disefio se pudo observar 3 veces cada grupo en un lapso de dos semanas.
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7.5 Muestreo fecal

Las muestras fecales se obtuvieron del recto del animal utilizando bolsas plasticas
previamente identificadas con el nimero de cada animal, se empleé la técnica de
McMaster (Rodriguez-Vivas y Cob-Galera, 2005), para observar la presencia de
huevos de nematodos y estimar el nimero de huevos eliminados por gramo de
heces (HPG), estas muestras fueron aprovechadas para determinar la evaluacion
de la consistencia de heces en el cual se asigné a cada muestra una puntuacion de
consistencia fecal en una escala cualitativa de 1 (muy liquida) a 3 (sélida) en tres

ocasiones inicio a la mitad y al final del experimento.

7.6 Evaluacion del peso

Se obtuvo el peso de cada animal en tres ocasiones al inicio mitad y final del
experimento para evaluar la ganancia diaria de peso, los animales pastorearon
durante 9 h y se proporcionaron 600 g de concentrado por animal/dia, para su
alimentacion, el cual contenia 16% de proteina, 3% grasa, 8% fibra, 12% humedad,
10% cenizas, 51% extracto libre de nitrégeno.

7.7 Analisis estadistico
Analisis de la conducta, los resultados obtenidos de tiempo y frecuencia de cada
una de las conductas de los ovinos fueron analizados por medio del programa Graph

Pad Prism Version 8 (2019), con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
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8 . Resultados

Experimento 1

l.- Rendimiento de extractos hidroalcohdélicos de SDH P. djamor
El rendimiento de los extractos hidroalcohdlicos del SDH de P. djamor de las 10

muestras se muestran en el siguiente cuadro 9.

Cuadro 9.-Rendimiento de extractos de sustrato degradado de Pleutotus. djamor.

Tratamientos Rendimiento (g)
T1 3.17
T2 1.50
T3 2.76
T4 2.64
T5 2.26
T6 2.18
T7 0.87
T8 2.09
T9 3.22
T10 2.72
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Analisis bromatoldgico de (SDH) de P. djamor

Los tratamientos seleccionados del SDH de P. djamor para realizar estos estudios
fueron AT5-123, AT6-123 y AT8-123. El valor nutricional de los extractos se muestra
en el cuadro 2. El contenido de proteina cruda (PC) fue de 6.54 % a 10.53 %, para
la materia seca (MS) fue de 90.61 % a 92.6 %, cenizas (CEN) fue de 2.10 % a 4.8
%, fibra cruda(FC) fue de 30.35 % a 50.47 % y para extracto etéreo (EE) fue de 0.20
% a 0.50 % (Cuadro 10).

Cuadro 10.- Andlisis bromatolégico de (SDH) de Pleurotus djamor.

Tratamiento Porcentajes
*MS *PC *CEN *FC *EE
AT5-123 91.82 6.54 4.43 37.39 0.49
AT6-123 90.61 10.53 4.80 50.47 0.50
AT8-123 92.60 5.40 2.10 30.35 0.20

*MS: Materia Seca, *PC: Proteina Cruda, CEN: Cenizas, FC: Fibra Cruda, *EE: extracto etereo.
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Il.- Evaluacién del efecto ovicida de las concentraciones empleadas in vitro
del extracto hidroalcohdlico de SDH de P. djamor sobre H. contortus

Los resultados de la inhibicion de eclosién de huevos de H. contortus mas altos
utilizando los extractos hidroalcohdlicos del SDH de P. djamor con la concentracién
312.5 pg/mL presenté en el tratamiento tres (T3) con un 41.34%, con la
concentracion 625 pg/mL se encontro en el tratamiento dos (T2) con un 38.83%,
con la concentracion 1,250 pg/mL presenté en el tratamiento dos (T2) con un
81.58%, con la concentracion 2,500 pg/mL presentd en el tratamiento dos (T2) con
un 96.46%, y con la concentracion 5,000 ug/mL se encontrd en el tratamiento cuatro
(T4) con un 100% Yy el tratamiento dos (T2) con 94.27% (Cuadro 11), se muestra el
calculo de CLso del extracto SDH P. djamor de inhibicion de la eclosion de huevos
de H. contortus (Cuadro 12).
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Cuadro 11.- Efecto ovicida de la concentracion empleada in vitro del extracto hidroalcohélico de SDH de P. djamor sobre H. contortus.

T PBS 312.5 625 1250 2500 5000 LEVAMISOL

T2  1332+39252 29.21+3250 38.83+3.25° 8158+325¢  96.46+3.25°  94.27+3.25° 100 + 3.25¢

Cuadro 12. Calculo de CLso del extracto SDH P. djamor de inhibicion de la eclosiéon de huevos de H. contortus.

LIMITE LIMITE LIMITE LIMITE
T CLso INFERIOR SUPERIOR CLoo INFERIOR SUPERIOR
T2 840.962 451.31 1218.39 2537.552 1770.42 4427.7
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lll.- Evaluacion del extracto hidroalcohdélico de SDH de P. djamor in vitro que

presenta mayor efecto larvicida (72 h) sobre H. contortus (L3)

Los resultados de la mortalidad de Ls de H. contortus més altos utilizando los
extractos hidroalcohélicos del SDH de P. djamor con la concentracién 2,500 pug/mL
presentd en el tratamiento cinco (T5) con un 20.33%, con la concentracion 5,000
Hg/mL se encontré en el tratamiento cinco (T5) con un 23.49% (Cuadrol3), se
muestra el calculo de la CLso del extracto SDH P. djamor con efecto larvicida Lz H.

contortus (Cuadro 14).
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Cuadro 13.- Efecto larvicida de la concentracion empleada in vitro del extracto hidroalcohélico de SDH de P. djamor sobre H. contortus.

T PBS 312.5 625 1250 2500 5000 LEVAMISOL

T5 142 +1.78% 2.24+1.78% 13.92 +1.78° 1598 +1.78 20.33+1.78% 23.49+1.78¢ 100 +1.78°

Cuadro 14. Calculo de la CLso del extracto SDH P. djamor con efecto larvicida (72 h) en Ls H. contortus.

LIMITE LIMITE LIMITE LIMITE
T CL50 INFERIOR SUPERIOR CL90 INFERIOR SUPERIOR
T5 36972.74 14895.4 269514.7 2263563.52 298642.1 213566619.6
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VI.- Experimento 2 Cuantificar los cambios conductuales conductas.

Al analizar el tiempo de permanencia en un lugar de la pradera con sol durante las
seis semanas del experimento se encontrd que los animales pertenecientes al grupo
control permanecieron 24.7% con un tiempo de 1128 s + 75 E.E., el cual no tuvo
diferencia significativa respecto al tiempo que permanecieron en el sol los animales
de los grupos de infeccion natural doble 28.9 % con 1386 s + 102 E.E. y los animales
de infeccion natural triple 25.6 % con 1235 s + 105 E.E. (P<0.05) (Figura 13 ).
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Figura 13. Tiempo de permanencia expuesto al sol en ovinos sin infeccién, con infeccién doble y

triple durante el dia. Los datos muestran + SEM, * P < 0.05, prueba Kruskal-Wallis Test.

Respecto a la variable tiempo de permanencia en un lugar de la pradera con sombra
se encontré que los animales pertenecientes al grupo control permanecieron el
20.1% con un tiempo de 920 s + 73 E.E., no presentd diferencia significativa
respecto al tiempo que permanecieron en sombra los animales del grupo de
infeccion natural triple 16.7% con un 803 s + 108 E.E. y mostr6 una diferencia
significativa para el grupo de infeccion natural doble de 14.3% con 484 s + 107 E.E.
(P=<0.05) (Figura 14 A).
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Figura 14. A) Tiempo de permanencia expuesto a la sombra en ovinos sin infeccién, con infeccién
natural doble e infeccién natural triple durante el dia. Los datos muestran + SEM, * P < 0.05, prueba
Kruskal-Wallis Test.
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Por otra parte, al analizar esta variable a través del tiempo durante las seis semanas
del experimento, el grupo control mostro diferencias significativas con respecto al
grupo de infeccién natural doble y sin deferencias significativa versus infeccién
natural triple. En la evaluacion del periodo de permanencia en un lugar de sombra
en la pradera a través de los diferentes horarios de observacion se encontré que a
las 8 h fue el horario de observacién donde se encontré diferencia significativa
mostrando el grupo control mayor permanencia en sombra 17.7 % versus grupos

de infeccion natural doble 4.5 % vy triple 8.8 % (Figura 14 B).
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Figura 14. B) Tiempo de permanencia expuesto a la sombra en ovinos sin infeccion, con infeccién
natural doble e infeccién natural triple en la observacion de las 8 h. Los datos muestran + SEM, * P
< 0.05, prueba Kruskal-Wallis Test.
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Con respecto a la evaluacion del tiempo que los ovinos de los diferentes grupos que
pastorearon en pradera no se encontro diferencia significativa, grupo control 30.8%
con un tiempo de 1409 s + 68 E.E., grupo de infeccion natural doble 29.3% con
1405 s + 82 E.E. y grupo de infeccion natural triple 29% con 1397 s + 86 E.E. (Figura
15) .
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Figura 15. Periodo en el cual permanecieron cosechando forraje en la pradera los ovinos sin
infeccion, con infeccion natural doble e infeccion natural triple durante el dia. Los datos muestran +
SEM, * P < 0.05, prueba Kruskal-Wallis Test.
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Para el andlisis del tiempo que los animales permanecieron caminando se observo
gue el grupo con la infeccion natural doble tuviera un 2.7% con un tiempo 127 s £
07 E.E., permanecieron caminando el doble del tiempo con respecto al grupo control
gue mostré un 1.8% con un tiempo de 76 s + 08 E.E., por otra parte, el grupo de
infeccidn natural triple presentd en un 2.5% con un tiempo de 122 s + 07 E.E. versus
el grupo control 1.8% con un tiempo de 76 s + 08 E.E. (P<0.05) (Figura 16 A).
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Figura 16. A) Periodo en el cual los ovinos sin infeccion, con infeccidon natural doble e infeccidn
natural triple desplazaron moviendo las cuatro patas en la pradera durante el dia. Los datos muestran
+ SEM, * P < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis Test.
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Al analizar esta variable a través del tiempo durante las seis semanas del
experimento, el grupo control mostré diferencias con respecto al grupo de infeccion
natural doble y grupo de infeccion natural triple. A través de la evaluacion del tiempo
gue los animales permanecieron caminando las 8 h fue el horario de observacién
donde se encontré diferencia significativa mostrando el grupo control menor
actividad de caminata 0.42 % versus el grupo de infeccion natural doble 3.4 % y

grupo de infeccion natural triple 3.0 % (Figura 16 B).
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Figura 16. B) Periodo en el cual los ovinos sin infeccion, con infeccidon natural doble e infeccidn
natural triple desplazaron moviendo las cuatro patas en la pradera durante la observacién de las 8
h. Los datos muestran + SEM, * P < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis Test.
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Con respecto al tiempo de rumia, se encontré que los animales pertenecientes al
grupo control permanecieron 8.6% con un tiempo de 190 s + 51 E.E., no tienen una
diferencia significativa al tiempo que permanecieron pastoreando los animales de
los grupos de infeccién natural doble 7.2% con 239 s + 64 E.E. y de infeccion natural
triple 6.5% con 186 s + 60 E.E. (Figura 17).
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Figura 17. Periodo en el cual los ovinos sin infeccion, con infeccién natural doble e infeccién natural
triple mientras realizaron la rumia durante el dia. Los datos muestran + SEM, * P < 0.05, prueba de
Kruskal-Wallis Test.
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Al contrastar el tiempo que los animales permanecieron con una proximidad mayor
a un metro entre ellos se observé que el grupo con la infeccion natural triple presento
un 9.6% con un tiempo 464 s + 55 E.E., con respecto al grupo control que mostré
una diferencia de 3.1% y 119 s + 17 E.E., de igual manera el grupo de infeccién
natural doble mostré un 7.1% y un 342 s + 41 E.E. versus el grupo control que

mostro una cuarta parte con un 3.1% y 119 s + 17 E.E. (P<0.05) (Figura 18 A).
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Figura 18. A) Periodo en el cual los ovinos sin infeccion, con infeccion natural doble e infeccidn
natural triple permanecieron a una distancia mayor de un metro durante el dia. Los datos muestran
+ SEM, * P < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis Test.
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Cabe mencionar que fue la Unica variable de proximidad que mostré diferencia
significativa durante los tres horarios de muestreos, al analizar la variable de
proximidad entre ovinos a través del tiempo durante las seis semanas del
experimento, el grupo control mostrd diferencia significativa con respecto a los
grupos de infeccion natural doble e infeccion natural triple durante los tres horarios
de observacion. Mediante la evaluacion del periodo de proximidad mayor a un metro
entre ellos a las 8 h, se encontro diferencia significativa mostrando el grupo control
menor distanciamiento con un 3.8% vs grupo de infeccion natural doble 9 % y el

grupo de infeccion natural triple 12.2 % (Figura 18 B).
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Figura 18. B) Periodo en el cual los ovinos sin infeccion, con infeccion natural doble e infeccidn
natural triple permanecieron a una distancia mayor de un metro durante la observacion de las 8 h.

Los datos muestran + SEM, * P < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis Test.
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Mediante la evaluaciéon del periodo de proximidad mayor a un metro entre ellos a

las 12 h, se encontré diferencia significativa mostrando el grupo control menor

distanciamiento con un 2.5 % versus el grupo de infeccién natural doble 6.9 % vy

grupo de infeccion natural triple 10.3 % (Figura 18 C).
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Figura 18. C) Periodo en el cual los ovinos sin infeccién, con infeccién natural doble e infeccion

natural triple permanecieron a una distancia mayor de un metro durante la observacién de las 12h.

Los datos muestran + SEM, * P < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis Test.
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Mediante la evaluaciéon del periodo de proximidad mayor a un metro entre ellos a
las 12 h, se encontré diferencia significativa mostrando el grupo control menor
distanciamiento con un 3 % versus grupo de infeccion natural doble 5.5 % y grupo

de infeccion natural triple 7.3 % (Figura 18 D).
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Figura 18. D) Periodo en el cual los ovinos sin infeccion, con infeccion natural doble e infeccion

natural triple permanecieron a una distancia mayor de un metro durante la observacion de las 16h.

Los datos muestran = SEM, * P < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis Test.
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Al analizar el tiempo que los animales permanecieron parados se observo que el
grupo con la infeccion natural doble tuviera un 5.3% con un tempo 230 s + 40 E.E.,
muy cercano al doble con respecto al mostrado por el grupo control que mostré un
3.2%y 105 s + 20 E.E., de igual manera el grupo de infeccion natural triple presentd
un incremento con 6.3% y un 204 s =+ 59 E.E. versus el grupo control que mostré un
3.2% y 105 s £ 20 E.E. (P<0.05) (Figura 19 A).
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Figura 19. A) Periodo en el cual los ovinos sin infeccién, con infeccién natural doble e infeccién
natural triple permanecieron sobre sus cuatro patas durante el dia. Los datos muestran + SEM, * P
< 0.05, prueba de Kruskal-Wallis Test.
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Por otra parte, al analizar esta variable a través del tiempo durante las seis semanas
del experimento, el grupo control no mostré diferencias con respecto a los grupos
de infeccion natural doble e infeccidn natural triple. En la evaluacion del periodo que
permanecieron parados sobre sus cuatro patas a través de los diferentes horarios
de observacion se encontrd que a las 12 h fue el horario de observacion donde se
encontro diferencia significativa mostrando el grupo control menor permanencia en
parado 2.4 % versus los grupos de infeccion natural triple 6.1 % e infeccion natural
doble 7.7 % (Figura 19 B).
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Figura 19. B) Periodo en el cual los ovinos sin infeccién, con infeccién natural doble e infeccién
natural triple permanecieron sobre sus cuatro patas durante la observaciéon de las 12h. Los datos

muestran + SEM, * P < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis Test.
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En el caso del tiempo que los animales permanecieron echados se encontrd que los
animales pertenecientes al grupo control permanecieron el 7.7 % con un tempo 51
s + 20 E.E., que resulté con una diferencia significativa versus a los grupos de
infeccidn natural doble e infeccion natural triple que no mostraron esta actividad en
los horarios de 8:00 h'y 12 h(P<0.05) (Figura 20 A).
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Figura 20. A) Periodo en el cual los ovinos sin infeccién, con infeccién natural doble e infeccién
natural triple permanecié en cualquier posicién de reposo durante el dia. Los datos muestran + SEM,
* P <0.05, prueba de Kruskal-Wallis Test.
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Por otra parte, al analizar esta variable a través del tiempo durante las seis semanas
del experimento, el grupo control mostro diferencias significativas con respecto al
grupo de infeccion natural doble e infeccion natural triple. En la evaluacion del
periodo de permanencia echados a través de los diferentes horarios de observacion
se encontré que a las 16 h fue el horario de observacion donde la diferencia
significativa respecto al grupo control fue mayor la permanencia de ovinos echados
en un 5.1 % versus los grupos de infeccién natural doble 1.4 % e infeccién natural
triple 1.3 % (Figura 20 B).
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Figura 20. B) Periodo en el cual los ovinos sin infeccién, con infeccién natural doble e infeccién
natural triple permanecio en cualquier posicién de reposo durante la observacion de las 16h. Los
datos muestran + SEM, * P < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis Test.
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Evaluacion de las conductas (frecuencia que realizan actividades como,
pastoreo, caminar, rumia, echado, parado) mientras presentan una infeccion

natural de parasitos gastrointestinales.

En el analisis de frecuencia de pastoreo se encontré una similitud en el nUmero de
episodios de cosecha de forraje realizados grupo control p 13 + 0.62 E.E. grupo de
infeccion natural doble p 13 £ 0.57 E.E. y grupo de infeccion natural triple p 13 +
0.59 E.E. (P<0.05) (Figura 21).
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Figura 21. Frecuencia en la cual el animal cosecha el forraje. Los datos muestran + SEM, * P <0.05,
prueba ANOVA, Kruskal-Wallis Test.
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En el analisis de frecuencia de caminar se encontré una similitud en el nimero de
episodios de desplazamiento realizados por grupo control p 12 + 0.47 E.E. grupo
de infeccion natural doble p 12 + 0.46 E.E. y grupo de infeccion natural triple g 12
+ 0.45 E.E. (P<0.05) (Figura 22).
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Figura 22. Frecuencia en la cual el animal se desplazaba de lugar. Los datos muestran + SEM, * P

< 0.05, prueba ANOVA, Kruskal-Wallis Test.
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Respecto al andlisis de frecuencia de la rumia se encontr6 una similitud en el
namero de episodios que practico la rumia el grupo control p 0.5 = 0.12 E.E. grupo
de infeccion natural doble p 1 £ 0.13 E.E. y grupo de infeccion natural triple g .6 +
0.11 E.E. (P<0.05) (Figura 23).
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Figura 23. Frecuencia en la cual el animal mastica bolos regurgitados. Los datos muestran + SEM,
* P £0.05, prueba ANOVA, Kruskal-Wallis Test.
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Por otro lado, al analizar la frecuencia de echado se encontrd una diferencia el grupo
control mostro una p 0.35 £ 0.14 E.E. y el grupo de infeccion natural triple p 0.44
+ 0.10 E.E versus el grupo de infeccidén natural doble que fue nula (P<0.05) (Figura
24).
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Figura 24. Frecuencia con la cual el animal permanecio descansando en cualquier posicion de
reposo. Los datos muestran + SEM, * P < 0.05, prueba ANOVA, Kruskal-Wallis Test.
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Al analizar la frecuencia de parado se encontré una similitud en el nimero de
episodios que se encontré sostenido en sus cuatro patas realizados por los
diferentes grupos de ovinos grupo control p 1.2 + 0.19 E.E. grupo de infeccion
natural doble p 1.8 + 0.16 E.E. y grupo de infeccién natural triple p 1.6 + 0.24 E.E
(P=<0.05) (Figura 25).
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Figura 25. Frecuencia con la cual el animal permanece sostenido en sus cuatro patas. Los datos
muestran £ SEM, * P < 0.05, prueba de Kruskal-Wallis Test.
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Carga parasitaria en ovinos

Al contrastar las cargas parasitarias de los grupos de infeccion natural doble y triple

mediante los HPG al inicio mitad y final del experimento se observd que las cargas

parasitarias no tuvieron diferencia significativa durante los diferentes muestreos.

Infeccion natural doble en el primer muestreo u 3978.57, en el segundo muestreo

4321.43 y para el tercer muestreo u 4478.57, mientras que el grupo de infeccion

natural triple presento en el primer muestreo g 5407.14, en el segundo muestreo U

6321.43 y para el tercer muestreo p 5114.29 (P<0.05) (Figura 26).
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Figura 26. Carga parasitaria en ovinos durante el experimento. los datos se muestran. Los datos

muestran £ SEM, * P < 0.05, prueba ANOVA, Kruskal-Wallis Test
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Con respecto a la carga parasitaria de los ovinos se encontré que la mayor
prevalencia de género la obtuvo el H. contortus en ambos grupos con un 54 % en
el grupo de infeccién natural doble y un 41.56 % en el grupo de infeccién natural
triple, seguidos de genero Strongylus sp. el cual se present6é con un 41.08 % para
el grupo de infeccion natural doble y un 33.08% para el grupo de infeccién natural
triple, finalmente el género Coccidia sp. presenté con un 4.92 % en el grupo de
infeccion natural doble y con un 25.36 % para el grupo de infeccién natural triple
(Figura 27).
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Figura 27. HPG en ovinos durante el experimento. Los datos muestran + SEM, * P < 0.05, prueba
ANOVA, Kruskal-Wallis Test
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Respecto al andlisis de ganancia de peso que mostraron los ovinos durante las seis
semanas del experimento el grupo control presenté una ganancia de peso i 5.8 £
0.4 E.E. con una diferencia al grupo de infeccion natural triple del 55% menor que
solo tuvo una ganancia de peso de p 2.6 = 0.8 E.E., el grupo de infeccién natural
doble una ganancia menor del 24% p 4.4 £ 0.6 E.E. sin diferencia significativa

versus grupo control, (P<0.05) (Figura 28).
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Figura 28. Ganancia de peso en ovinos durante el experimento. Los datos muestran + SEM, * P <
0.05, prueba ANOVA, Kruskal-Wallis Test.
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Consistencia de heces en ovinos
Se realizo el analisis de la consistencia de heces para el caso de heces blandas el

grupo de infeccion natural doble mostré p 0.57 + 0.29 E.E versus los otros grupos

gue no mostraron esta consistencia (P<0.05) (Figura 29).
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Figura 29. Consistencia blanda de heces en ovinos durante el experimento. Los datos muestran +
SEM, * P £0.05, prueba ANOVA, Kruskal-Wallis Test.

70



En el caso de la consistencia de heces firmes el grupo control mostré X 2 + 0.37
E.E., y el grupo de infeccion natural doble mostro p 1.14 + 0.55 E.E mientras que el

grupo de infeccion natural triple presento p 1.42 + 0.48 E.E. (P<0.05) (Figura 30).
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Figura 30. Consistencia firme de heces en ovinos durante el experimento. Los datos muestran +
SEM, * P £0.05, prueba ANOVA, Kruskal-Wallis Test.
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Con respecto a la consistencia de heces duras el grupo control mostré p 0.71 £ 0.35
E.E., y el grupo de infeccidén natural doble mostro p 1.28 + 0.42 E.E mientras que el

grupo de infeccion natural triple presento p 1.42 + 0.48 E.E. (P<0.05) (Figura 31).
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Figura 31. Consistencia dura de heces en ovinos durante el experimento. Los datos muestran + SEM,
* P <0.05, prueba ANOVA, Kruskal-Wallis Test.
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9. Discusién

Los hongos comestibles del género Pleurotus spp., han mostrado actividad in vitro
antiparasitaria importante, particularmente contra nematodos de importancia
agropecuaria, el presente estudio se centrd en evaluar el efecto del extracto de SDH
de P. djamor in vitro que presente mayor efecto ovicida y larvicida sobre H.
contortus. En los resultados del presente estudio muestran que el extracto de SDH
de P. djamor presenta una actividad ovicida de 96.46% a una concentracion de 2500
pug/mL y una actividad larvicida de un 23.49% a una concentracién de 5000 pg/mL
mientras que en un estudio realizado por Lara-Vergara (2019), notifica el efecto del
extracto hidroalcohdlico de diferentes mezclas de sustratos sin hongo con mayor
inhibicion de eclosion de huevos de H. contortus de un 77.99% a una concentracion
de 3600 pg/mL a 48 h post tratamiento, y una mortalidad de larvas infectantes de H.
contortus Lz sin vaina con un 91% a una concentracion de 3600 pg/mL a 72 h post
tratamiento. Los tres insumos pasto pangola, olote de maiz, pulpa de café estan
compuestos por productos de tipo lignocelulésicos para lograr el crecimiento de
hongo, también estan formados por metabolitos secundarios independientes, en el
caso de la pulpa de café que esta compuesta por taninos, azucares, y polifenoles
(Lépez et al. 2011), que se han notificado como metabolitos secundarios con
actividad ovicida y larvicida que podrian estar relacionados con el extracto
hidroalcohdlico que tuvieron mayor actividad ovicida en el presente estudio (T2).

Experimento 1

Prueba de eclosion

Respecto a la inhibicion de eclosion de H. contortus el efecto mas alto por extractos
hidroalcoholicos del SDH de P. djamor fue el tratamiento dos (T2) y hasta 96,46%
en la concentracién 2500 pug/mL a 48 h. Sin embargo, Diaz-Rodriguez (2015)
reporta actividad de inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus in vitro a las
48 h post tratamiento desde una concentracion de 500 pg/mL con una mezcla
disefiada para el SDH P. djamor con pasto Pangola (Digitaria decumbens), viruta

de Primavera (Roseodendron donell-smithii) estéril y un mayor porcentaje de pulpa
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de café (Coffea arabica), obtuvo el 99.39 % de inhibicion de la eclosién de huevos
de H. contortus; los porcentajes altos con relacion al efecto nematicida en la
presente investigacion podrian sugerir al insumo que se utilizé6 de la viruta de

Primavera (Roseodendron donell-smithii).

Por otro lado, en un estudio realizado por Paez-Ledn (2018), quien de igual manera
realizé la evaluacion de SDH del hongo P. ostreatus (cepa HEMIM-50), y el SDH
utilizado fue paja de trigo, obteniendo un 83.67% de inhibicion de eclosion de H.
contortus a 72 h post tratamiento con una concentracion de 20 000 pg/mL, lo cual
indica qué también el P. ostreatus (cepa HEMIM-50) posee efecto nematicida a
concentraciones mas altas ya que en el presente estudio el SDH de P. djamor

presentd la actividad con una concentracion de 2500 pg/mL en el tratamiento T2.

Mortalidad de larvas

En el presente estudio el mayor efecto larvicida utilizando los extractos
hidroalcohdlicos del SDH de P. djamor con la concentracién 5000 pg/mL a las 72 h
el tratamiento cinco (T5) presenté un 23.49 %, Paez-Ledn (2018) reporta un
porcentaje larvicida Lz del 68.19% a 72 h para H. contortus a una concentracion de
1,250 pg/mL mediante la evaluacion de SDH del hongo P. ostreatus (cepa HEMIM-
50), se han realizado diversos estudios del género Pleurotus, P. ostreatus, P. florida,
P. sajor-caju P. eryngii, y P. cornucopiae (Hibbett y Thorn 1994; Heydari et al., 2006;
Okorie et al., 2011) atribuyendo la actividad nematicida a las hifas que produce el
hongo y que estas generan toxinas (nematotoxinas), Heydari et al. (2006)
mencionan la capacidad nematicida de estas toxinas y que la expresion de los
sintomas varia dependiendo de la especie de hongo y del tiempo de exposicién

(hongo-nematodo).

Es importante destacar que la mezcla disefiada para el SDH de P. djamor que se
utilizé en la presente investigacion consiste en olote, pasto Pangola, pulpa de café
y en un estudio realizado por Diaz-Rodriguez (2015) reporta una actividad larvicida

in vitro contra H. contortus (L3) de SDH P. djamor (cepa ECS-0123) disefiado con la
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mezcla de olote, pasto Pangola (Digitaria decumbens), viruta de Primavera
(Roseodendron donell-smithii) estéril con un porcentaje equitativo de los diferentes
compuestos obteniendo el 43.62% de mortalidad en larvas Ls sin vaina de H.
contortus a las 72 h post tratamiento a una concentracién de 2500 pug/mL, mientras
que el tratamiento con la mezcla equitativa de olote que muestra actividad superior
a la observada en el presente trabajo; por otra parte, en un estudio notificado por
Arellano (2012), quien por primera vez se informa que el Dehidro a-Lapachona tiene
actividad antitermita de la madera seca. El efecto antialimentario de los extractos
obtenidos por maceracién fue mayor en los extractos de hexano, de los que se
aislaron, purificaron e identificaron tres compuestos principales mediante técnicas

espectroscopicas: Lupeol, Beta-Sitosterol y Dehidro a-Lapachona.

En comparacién con el estudio realizado por Rodriguez- Bamaca (2014) quien
evaluo cuatro cepas de P. djamor (ECS-0123, ECS-0127, ECS-0142 y ECS-0143)
con los extractos hidroalcohodlicos de basidiomas y con una cepa de H. contortus
susceptible a ivermectina, para identificar su actividad larvicida in vitro contra H.
contortus (Ls), notific6 una actividad larvicida del 95% con la (cepa ECS-0123)
mientras que en el presente estudio este efecto larvicida fue bajo; sin embargo,

dicha actividad esta presente en el SDH de P. djamor.

Experimento 2

Los cambios de comportamiento causados por los endoparasitos tienen su origen
en la induccién de la anorexia, se ha planteado la hipétesis que la anorexia permite
al huésped volverse mas selectivo en su dieta; por ejemplo, cuando a los herbivoros
parasitados se les ofrecio elegir entre pastos no contaminados y contaminados con
heces (Cooper et al., 2000, Hutchings et al., 2002).También hay evidencia para la
hipotesis de que los animales parasitados se vuelven mas selectivos a elegir entre
dos alimentos que diferian en el contenido de proteinas (Kyriazakis et al., 1994,
Kyriazakis et al., 1996).
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En el presente estudio se observd que tanto una doble infeccion como una triple
infeccidon natural de parasitos gastrointestinales poseen el efecto de incrementar el
tiempo que el animal permanece caminando, lo cual es similar a lo reportado por
Grant et al. (2020a) quienes evaluaron el comportamiento expresivo de ovejas con
infecciones naturales de parasitos gastrointestinales a través de imagenes de video
recopiladas en potrero, las cuales se compararon antes y después de un tratamiento
antihelmintico, utilizando 28 ovinos merinos adultos ambos sexos, el grupo tratado
fue con 0.2 mg de moxidectina /kg de p.v., se observaron focalmente 22 dias en un
horario de 7 h y 12 h notificado mayor actividad motriz para los animales con

infecciones naturales.

En la presente investigacion se encontré que de acuerdo con el tiempo que los
animales permanecieron parados el grupo con la infeccién natural doble como de
infeccidn natural triple tuviera un periodo muy cercano al doble con respecto al

mostrado por el grupo control.

De acuerdo con Hogberg et al. (2019) notifican las diferencias en las infecciones por
NGI tuvieron efectos sobre los patrones de actividad en corderos, han sugerido que
una reduccion en la actividad en los novillos como en corderos de pastoreo esta
relacionada con un dafio de la mucosa, con efectos patoldgicos similares en el
huésped (Sutherland y Scott, 2010). Esto resalta la posibilidad de una conexion
entre el dafio de la mucosa inducido por nematodos en el abomaso y la desviacion

en los patrones de actividad del huésped.

Por su parte Rojas-Hernandez et al. (2007) reportan a través de un estudio para
conocer la prevalencia de (NGI) y sus géneros en ovinos en pastoreo, en Guerrero,
México, en el cual se tomaron muestras de 219 ovinos mayores de 4 meses en 16
hatos y se determin¢ la cuenta de (HPG) usando la técnica de Mcmaster modificada
y se realizaron coprocultivos para identificar el género de los NGI, observando que

los géneros con mayor prevalencia fueron Haemonchus spp., Cooperia spp., Y
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Trichostrongylus spp. y en menor cantidad Strongyloides spp., con diferencias

significativas en la prevalencia.

En otro estudio lo reportado por Ensuncho-Hoyos et al. (2014), quienes
determinaron la prevalencia y grado de infeccion de NGI en ovinos de pelo en
pastoreo de cuatro municipios de Cérdoba, Colombia, evaluando 174 animales, la
técnica empleada fue la de Mcmaster, el recuento de huevos fue expresados como
(HPG). Ademas, realizando coprocultivos para recuperacion de larvas Lz a través
de la técnica de Corticelli y Lai para la identificacion del género del nematodo, siendo
los géneros predominantes Haemonchus spp., Trichostrongylus spp., Cooperia

spp., Oesophagostomun spp., y en menor prevalencia Strongyloides spp.

Finalmente, Zapata et al. (2016) realizaron un estudio en Antioquia, Colombia para
determinar la prevalencia de NGI en sistemas de produccion de ganado ovino y
caprino, se tomo6 un total de 302 animales de diversas razas, ambos sexos y
diferentes edades, la carga parasitaria se determiné a través de (HPG), la obtencién
de larvas L3 se implemento la técnica de cultivo Corticelli y Lai, en el cual se observo
alta prevalencia de infeccién por Tricostrongilidos, siendo H. contortus, Teladorsagia

(Ostertagia) circumcincta y Trichostrongylus spp. los parasitos mas frecuentes.

Por otra parte, se ha notificado las perdidas en la produccién pecuaria ocasionada
por NGl en el caso de la variable ganancia de peso evaluada, el presente trabajo se
observé una merma durante las seis semanas del experimento, el grupo control
present6 una ganancia de peso U 5.8 a diferencia al grupo de infeccion natural triple
con un peso U 2.6 y el grupo de infeccion natural doble con un peso p 4.4, la
ganancia de peso en los ovinos con infeccidn natural de parasitos gastrointestinales

de hasta un 55% menor en la infeccién natural triple versus grupo control.

De acuerdo con la variable ganancia de peso, en el presente estudio se observo
gue los grupos de infeccidn natural tanto doble como triple tuvieron menos ganancia

de peso versus el grupo control esto puede ser atribuido a lo reportado por Nari et
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al. (1987) que los parasitos gastrointestinales reducen el consumo voluntario,

determinando asi mismo una mala digestibilidad y absorcion de nutrientes.

Respecto a la evaluacién de consistencia de heces en el presente estudio no se
encontré una diferencia significativa dentro de los grupos, lo cual es similar a lo
reportado por Grant et al. (2020b), quienes evaluaron la consistencia de heces y no
hubo variacion entre ovejas anémicas y no anémicas por infecciéon de parasitos pre

y post tratamiento antihelmintico.

Asimismo desarrollar estrategias de diagndstico temprano que detecte animales con
problemas de salud especificamente a infeccidn de parasitos gastrointestinales a
través de la observacion del cambio de comportamiento que contribuya a
implementaciéon de medidas de control sustentables de estas infecciones como
realizar el HPG a animales en especifico y brindar un tratamiento dirigido con una
alternativa de control potencial como podria ser el SDH de P. djamor que se
demostré que posee actividad nematicida y de esta manera reducir el uso
indiscriminado de productos quimicos (antihelminticos) que ha generado el
problema de la resistencia antihelmintica y minimizar la contaminacion de mantos

acuiferos y el dafio a organismos benéficos como los escarabajos estercoleros.
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10. Conclusiones

1.- El extracto hidroalcohdlico de SDH de P. djamor in vitro que presentd mayor
efecto ovicida (48 h) fue la concentracion 2,500 pg/mL el tratamiento dos (T2) 96.46
%

2.- El extracto hidroalcohdlico de SDH de P. djamor in vitro que presenté mayor
efecto larvicida (72 h) fue la concentracion 5,000 pug/mL el tratamiento cinco (T5)
23.49 %

3.- La CLso del extracto hidroalcohélico del SDH de P. djamor que inhibié la eclosién

de huevos de H. contortus fue 840.96.

4.- Respecto a la cuantificacion de los cambios conductuales, las infecciones
naturales con parasitos gastrointestinales tanto dobles como triples tuvieron una
influencia en variables como caminar, proximidad, echado, parado y tiempo en
sombra, mientras que en variables como pastoreo, rumia y tiempo en sol no se

encontrd algun cambio
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Perspectivas

Las perspectivas del presente estudio son inicialmente el estudio quimico biodirigido
del extracto hidroalcohdlico (T5) utilizando diferentes técnicas cromatogréaficas
como son: Columna abierta, cromatogréafia en capa fina (TLC) y cromatografia de
alta resolucion (HPLC), posteriormente utilizar técnicas espectroscopicas como la
Resonancia magnética nuclear por H' y C3 para identificar los compuestos

secundarios de la actividad nematicida.
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Apéndices

Los resultados de la inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus utilizando
los extractos hidroalcohdlicos del SDH de P. djamor para los tratamientos evaluados

a las 48 h se muestran en las Cuadros 1 al 10.

CUADRO 1. Porcentajes de inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus por efectos de

diferentes concentraciones de extractos hidroalcohdlicos de SDH (Tratamiento 1).

Tratamiento Concentracion Inhibicion (%)
(ug/mL) + desviacion estandar
PBS 5000 8.97 + 4,572
3125 6.31+4.2

625 8.20+ 4.573b
Extracto SDH 1250 16.58 + 4,573
2500 19.29 + 4.57°

5000 37.85+ 4.57¢

Tiabendazol 5000 100 + 4.57

P < 0.05; letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren estadisticamente,
segun la prueba de comparacion de medias. n=7 (siete pozos).

97



CUADRO 2.- Porcentajes de inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus por efectos de

diferentes concentraciones de extractos hidroalcohélicos de SDH (Tratamiento 2).

Tratamiento Concentracion Inhibicion (%)
(ng/mL) + desviacién estandar
PBS 5000 13.32 + 3.252
3125 29.21 + 3.25°
625 38.83 £ 3.25¢
Extracto SDH 1250 81.58 + 3.25¢
2500 96.46 + 3.25°
5000 94.27 + 3.25°
Tiabendazol 5000 100 + 3.25°

P < 0.05; letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren estadisticamente,

segun la prueba de comparacion de medias. n=7 (siete pozos).

CUADRO 3.- Porcentajes de inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus por efectos de

diferentes concentraciones extractos hidroalcohoélicos de SDH (Tratamiento 3).

Tratamiento Concentracion Inhibicién (%)
(ug/mL) + desviacién estandar
PBS 5000 10.57 £ 6.522
3125 41.34 + 6.52°
625 12.28 + 6.522
Extracto SDH 1250 16.53 + 6.523
2500 35.26 + 6.52°¢
5000 0+ 6.522
Tiabendazol 5000 100 + 6.52¢4

P < 0.05; letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren estadisticamente,

segun la prueba de comparacion de medias. n=7 (siete pozos).
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CUADRO 4.- Porcentajes de inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus por efectos de

diferentes concentraciones extractos hidroalcohélicos de SDH (Tratamiento 4).

Tratamiento Concentracion Inhibicion (%)
(ng/mL) + desviacién estandar

PBS 5000 11.51 +2.612
3125 10.79 £ 2.612

625 8.96 + 2.612
Extracto SDH 1250 10.83 + 2.612
2500 23.58 + 2.61°

5000 100 + 2.61°¢

Tiabendazol 5000 100 + 2.61°¢

P < 0.05; letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren estadisticamente,

segun la prueba de comparacion de medias. n=7 (siete pozos).

CUADRO 5.- Porcentajes de inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus por efectos de

diferentes concentraciones extractos hidroalcohdlicos de SDH (Tratamiento 5).

Tratamiento Concentracion Inhibicién (%)
(ng/mL) + desviacién estandar
PBS 5000 12.72 + 2.412
3125 12.74 + 2.412
625 19.18 + 2.412
Extracto SDH 1250 27.35 +2.41°
2500 44.78 £ 2.41°
5000 80.76 * 3.41¢
Tiabendazol 5000 100 + 2.41°

P =< 0.05; letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren estadisticamente,

segun la prueba de comparacion de medias. n=7 (siete pozos).
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CUADRO 6.- Porcentajes de inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus por efectos de

diferentes concentraciones extractos hidroalcohélicos de SDH (Tratamiento 6).

Tratamiento Concentracion Inhibicion (%)
(ng/mL) + desviacién estandar
PBS 5000 12.46 + 3.602
3125 10.94 + 3.602
625 13.57 + 3.602
Extracto SDH 1250 27.18 + 3.60°
2500 44.24 + 3.60°
5000 88.72 + 3.60¢
Tiabendazol 5000 100 + 3.60°

P < 0.05; letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren estadisticamente,

segun la prueba de comparacion de medias. n=7 (siete pozos).

CUADRO 7.- Porcentajes de inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus por efectos de

diferentes concentraciones extractos hidroalcohoélicos de SDH (Tratamiento 7).

Tratamiento Concentracion Inhibicién (%)
(ug/mL) + desviacién estandar

PBS 5000 11.85 + 2.592
3125 12.53 + 2.592
625 12.14 + 2.592

Extracto SDH 1250 14.4 + 2.592
2500 14.39 + 2.592
5000 27.67 + 2.59P

Tiabendazol 5000 100 + 2.59¢

P < 0.05; letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren estadisticamente,

segun la prueba de comparacion de medias. n=7 (siete pozos).
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CUADRO 8.- Porcentajes de inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus por efectos de

diferentes concentraciones extractos hidroalcohélicos de SDH (Tratamiento 8).

Tratamiento Concentracion Inhibicion (%)
(ng/mL) + desviacién estandar
PBS 5000 14.57 + 3.052
3125 10.64 + 3.052
625 12.48 + 3.052
Extracto SDH 1250 16.72 + 3.052
2500 16.78 + 3.052
5000 59.88 + 3.05P
Tiabendazol 5000 100 * 3.05°¢

P < 0.05; letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren estadisticamente,

segun la prueba de comparacion de medias. n=7 (siete pozos).

CUADRO 9.- Porcentajes de inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus por efectos de

diferentes concentraciones extractos hidroalcohdlicos de SDH (Tratamiento 9).

Tratamiento Concentracion Inhibicion (%)
(ng/mL) + desviacion estandar
PBS 5000 10.84 + 2.012
312.5 11.81 £2.012
625 9.8 +2.012
Extracto SDH 1250 8.74 £ 2.012
2500 9.89 + 2.012
5000 86.85 + 2.01°
Tiabendazol 5000 100+ 2.01°

P < 0.05; letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren estadisticamente,

segun la prueba de comparacion de medias. n=7 (siete pozos).
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CUADRO 10.- Porcentajes de inhibicién de la eclosion de huevos de H. contortus por efectos de

diferentes concentraciones extractos hidroalcohélicos de SDH (Tratamiento 10).

Tratamiento Concentracion Inhibicion (%)
(ng/mL) + desviacién estandar
PBS 5000 14.08 + 3.602°
3125 10.04 + 3.602
625 9.81 + 3.60%
Extracto SDH 1250 24.32 + 3.60°
2500 23 + 3.60°
5000 71.3 + 3.60¢
Tiabendazol 5000 100 + 3.60¢

P < 0.05; letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren estadisticamente,

segun la prueba de comparacion de medias. n=7 (siete pozos).
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Los resultados de la mortalidad de Lz de H. contortus utilizando los extractos
hidroalcohdlicos del SDH de P. djamor para los tratamientos evaluados a las 72 h

se muestran en las Cuadros 11 al 20.

CUADRO 11.- Porcentajes de mortalidad de Ls de H. contortus por efectos de diferentes

concentraciones extractos hidroalcohdlicos de SDH (Tratamiento 1).

Tratamiento Concentracion Inhibicion (%)
(ng/mL) + desviacién estandar
PBS 5000 0+0.152
312.5 0+0.152
625 0+0.152
Extracto SDH 1250 0+0.152
2500 0.71 +0.15°
5000 0+0.152
Levamisol 60 000 100 = 0.15°¢

P < 0.05; letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren estadisticamente,

segun la prueba de comparacion de medias. n=7 (siete pozos).
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CUADRO 12.- Porcentajes de mortalidad de Ls de H. contortus por efectos de diferentes

concentraciones extractos hidroalcohélicos de SDH (Tratamiento 2).

Tratamiento Concentracion Inhibicion (%)
(ng/mL) + desviacién estandar
PBS 5000 0+0.532
3125 0+0.532
625 0+0.532
Extracto SDH 1250 0.29 £ 0.532
2500 3.59 + 0.53°
5000 2.19+0.53°
Levamisol 60 000 100 = 0.53¢

P < 0.05; letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren estadisticamente,

segun la prueba de comparacion de medias. n=7 (siete pozos).

CUADRO 13.- Porcentajes de mortalidad de Ls de H. contortus por efectos de diferentes

concentraciones extractos hidroalcoholicos de SDH (Tratamiento 3).

Tratamiento Concentracion Inhibicién (%)
(ug/mL) + desviacién estandar
PBS 5000 0+0.332
3125 0+0.332
625 0+0.332
Extracto SDH 1250 0+0.332
2500 0.59 £ 0.332
5000 0.85+0.332
Levamisol 60 000 100 + 0.33

P < 0.05; letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren estadisticamente,

segun la prueba de comparacion de medias. n=7 (siete pozos).
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CUADRO 14.- Porcentajes de mortalidad de Ls de H. contortus por efectos de diferentes

concentraciones extractos hidroalcohdlicos de SDH (Tratamiento 4).
Concentracion Inhibicion (%)

Tratamiento
+ desviacion estandar

(Hg/mL)
PBS 5000 0+0.18?2
312.5 0+0.182
625 0+0.18?2
Extracto SDH 1250 0.38 £ 0.18%
2500 0.66 + 0.18
5000 1.03+0.18°
Levamisol 60 000 100 + 0.18¢
P < 0.05; letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren estadisticamente,

segun la prueba de comparacion de medias. n=7 (siete pozos).

CUADRO 15.- Porcentajes de mortalidad de Ls de H. contortus por efectos de diferentes

concentraciones extractos hidroalcoholicos de SDH (Tratamiento 5).
Concentracion Inhibicién (%)
+ desviacion estandar

Tratamiento

(Mg/mL)
PBS 5000 142 +1.782
312.5 2.24 +1.782
625 13.92 +1.78°
Extracto SDH 1250 15.98 + 1.78
2500 20.33 + 1.78%
5000 23.49 + 1.78¢
Levamisol 60 000 100 + 1.78¢
P < 0.05; letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren estadisticamente,

segun la prueba de comparacion de medias. n=7 (siete pozos).
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CUADRO 16.- Porcentajes de mortalidad de Ls de H. contortus por efectos de diferentes
concentraciones extractos hidroalcohdlicos de SDH (Tratamiento 6).

Tratamiento Concentracion Inhibicion (%)
(ng/mL) + desviacién estandar

PBS 5000 1.42 +2.802

3125 9.22 + 2.80P

625 2.58 + 2.80%

Extracto SDH 1250 4.33 £ 2.80%
2500 6.52 + 2.80%°

5000 4.13 + 2.80%

Levamisol 60 000 100 * 2.80°

P < 0.05; letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren estadisticamente,
segun la prueba de comparacion de medias. n=7 (siete pozos).

CUADRO 17.- Porcentajes de mortalidad de Ls de H. contortus por efectos de diferentes
concentraciones extractos hidroalcoholicos de SDH (Tratamiento 7).

Tratamiento Concentracion Inhibicién (%)
(ug/mL) + desviacién estandar
PBS 5000 0+0.372
3125 0.20 £ 0.372
625 0+0.372
Extracto SDH 1250 0.72 £ 0.37%
2500 1.08 + 0.372°
5000 1.81+0.37°
Levamisol 60 000 100 + 0.37¢

P < 0.05; letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren estadisticamente,
segun la prueba de comparacion de medias. n=7 (siete pozos).
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CUADRO 18.- Porcentajes de mortalidad de Ls de H. contortus por efectos de diferentes

concentraciones extractos hidroalcohdlicos de SDH (Tratamiento 8).

Tratamiento Concentracion Inhibicion (%)
(ng/mL) + desviacién estandar
PBS 5000 0+1.412
312.5 1.79 + 1.412
625 7.49 + 1.41¢
Extracto SDH 1250 4.69 + 1.41°¢
2500 5.16 + 1.41b¢
5000 11.30 + 1.414
Levamisol 60 000 100 + 1.41°

P < 0.05; letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren estadisticamente,

segun la prueba de comparacion de medias. n=7 (siete pozos).

CUADRO 19.- Porcentajes de mortalidad de Ls de H. contortus por efectos de diferentes

concentraciones extractos hidroalcoholicos de SDH (Tratamiento 9).

Tratamiento Concentracion Inhibicién (%)
(ug/mL) + desviacién estandar
PBS 5000 1.42 + 0.992
3125 0.45 £ 0.992
625 5.68 + 0.99°
Extracto SDH 1250 4.76 + 0.99°
2500 3.45 + 0.99°
5000 5.74 + 0.99°
Levamisol 60 000 100 + 0.99¢

P < 0.05; letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren estadisticamente,

segun la prueba de comparacion de medias. n=7 (siete pozos).
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CUADRO 20.- Porcentajes de mortalidad de Ls de H. contortus por efectos de diferentes

concentraciones extractos hidroalcohoélicos de SDH (Tratamiento 10).

Tratamiento Concentracion Inhibicion (%)
(ng/mL) + desviacién estandar

PBS 5000 0.79 £ 0.842

3125 1.02 + 0.842

625 2.03 £ 0.842

Extracto SDH 1250 2.19 £ 0.842

2500 3.16 £ 0.842

5000 1.58 + 0.842

Levamisol 60 000 100 + 0.84°

P < 0.05; letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren estadisticamente,

segun la prueba de comparacion de medias n=7 (siete pozos)
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FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS

JEFATURA DE PROGRAMAS EDUCATIVOS DE POSGRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL

ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos, 30 de agosto de 2021.

Asunto: Voto Aprobacion de Tesis.

N
FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
“EFECTO NEMATICIDA DE EXTRACTOS DEL SUSTRATO DEGRADADO (SDH) DE
Pleurotus djamor in vitro Y COMPORTAMIENTO DE OVINOS CON INFECCIONES
NATURALES DE PARASITOS GASTROINTESTINALES.” que presentael: . P. A. JAIME
CRISTOBAL HERNANDEZ RODRIGUEZ, mismo que fue desarrollado bajo mi Co-
direccion con la DRA. LILIANA AGUILAR MARCELINO y que servira como requisito
parcial para obtener el grado de Maestro en Ciencias Agropecuarias y Desarrollo Rural,
lo encuentro satisfactorio, por lo que emito mi VOTO DE APROBACION para que el alumno
continte con los tramites necesarios para presentar el examen de grado correspondiente.

Sin mas por el momento y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.
Atentamente
Por una humanidad culta
DR. FERNANDO IVAN FLORES PEREZ
Comité Evaluador
C.i.p. Archivo
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NATURALES DE PARASITOS GASTROINTESTINALES.” que presentael: . P. A. JAIME
CRISTOBAL HERNANDEZ RODRIGUEZ, mismo que fue desarrollado bajo la Co-direccién
del DR. FERNANDO IVAN FLORES PEREZ y la DRA. LILIANA AGUILAR MARCELINO
y que servird como requisito parcial para obtener el grado de Maestro en Ciencias
Agropecuarias y Desarrollo Rural, 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 y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.
Atentamente
Por una humanidad culta
DR. JOSE AGUSTIN ORIHUELA TRUJILLO
Comité Evaluador
C.i.p. Archivo

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209 EM
Tel (777)3297046, 3297000 Ext. 3304. fagropecuarias@uaem.mx k
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Vb Asunto: Voto Aprobacién de Tesis.

N
FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS

MTRO. JESUS EDUARDO LICEA RESENDIZ
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGROPECUARIAS.

PRESENTE.

Por medio del presente informo a usted que después de revisar el trabajo de tesis titulado:
“EFECTO NEMATICIDA DE EXTRACTOS DEL SUSTRATO DEGRADADO (SDH) DE
Pleurotus djamor in vitro Y COMPORTAMIENTO DE OVINOS CON INFECCIONES
NATURALES DE PARASITOS GASTROINTESTINALES.” que presentael: . P. A. JAIME
CRISTOBAL HERNANDEZ RODRIGUEZ, mismo que fue desarrollado bajo la Co-direccién
del DR. FERNANDO IVAN FLORES PEREZ y la DRA. LILIANA AGUILAR MARCELINO
y que servird como requisito parcial para obtener el grado de Maestro en Ciencias
Agropecuarias y Desarrollo Rural, 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 y agradeciendo de antemano su valiosa colaboracion, quedo de

usted.
Atentamente
Por una humanidad culta
DR. PEDRO GERALDO GONZALEZ PECH
Comité Evaluador
C.i.p. Archivo

Av, universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México 62209 EM
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