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Resumen

Este estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad antihelmintica de 10 mezclas
de sustrato degradado de P. ostreatus contra huevos y larvas de H. contortus. Para este
propasito, se llevo a cabo una evaluacién in vitro de inhibicion de la eclosion de
huevos y mortalidad de larvas de Haemonchus contortus. Se obtuvieron los extractos
hidroalcoholicos de las diferentes mezclas de sustrato degradado de P. ostreatus para
posteriormente realizar bioensayos de los diez extractos a seis concentraciones
(0.315-10 mg/mL). Como resultado los 10 extractos presentaron actividad
nematicida contra huevos y larvas, el AT6 presentd el mayor porcentaje de
inhibicion de eclosion de huevos (98-99%) a las 48 h de exposicion. El tratamiento
AT5 y AT8 fueron los extractos que mostraron el mayor porcentaje de mortalidad
de larvas (79%) a las 72 h de exposicion,

Los tres tratamientos con mayor actividad nematicida contra H. contortus
mostraron el siguiente valor nutricional para rumiantes, incluyendo materias seca (>
90%) proteina cruda (<10%), fibra cruda (20-50% ) cenizas (<5%) y extracto etéreo
(<3%). La utilizacion de sustrato degradado del hongo comestible P. ostreatus tiene

actividad antihelmintica contra los huevos y las larvas de H. contortus.






1. Introduccién

Dentro de los parasitos internos que afectan a los rumiantes se encuentran los
nematodos gastrointestinales (NGI), que pertenecen a la clase Nematoda, el origen
de la palabra proviene del griego “nemas” 0 “nematos”, es decir, filiforme (que
tiene forma de hilo). Son endoparasitos de forma cilindrica, cubiertos por una
cuticula compuesta por quitina, que estan presentes en la mayoria de los rumiantes
de diferentes regiones del mundo; su mayor o menor presencia se ve determinada
por factores bidticos y abioticos, como el clima, el manejo animal y la edad de los
huéspedes expuestos a praderas contaminadas (Byron et al., 2018). Las
enfermedades causadas por los NGI producen pérdidas economicas por baja
ganancia de peso o inclusive hasta la muerte como es el caso de pequefios
rumiantes, lo que hace imprescindible realizar investigaciones en estos parasitos en
términos de conocer su epidemiologia, susceptibilidad a medicamentos
antihelminticos y alternativas no quimicas de control (Byron et al., 2018), los
sistemas de produccion animal, el impacto economico causado por los NGI se
refleja en el retraso de crecimiento, desnutricidn, anorexia, produccion de carne y
lana e incluso causa la muerte en corderos jovenes; se ha estimado que el costo
anual del tratamiento contra algunos parasitos es superior a 19,251,600.00 millones
de pesos (Zaragoza et al., 2019).

El nematodo Haemonchus contortus presenta la mayor prevalencia a nivel mundial y
nacional con un 37% en el abomaso (estomago verdadero) de ovinos (Gonzélez-
Gardurio et al., 2011). El uso inadecuado y frecuente de los productos quimicos
(antihelminticos e.g Lactonas macrocilicas), ha dado origen al problema de la

resistencia, se ha demostrado que la superficie de las células somaticas de los



nematodos posee receptores acetilcolino nicotinicos (nNAChR), los cuales
normalmente permanecen cerrados en ausencia de agentes de afinidad, pero
pueden abrirse en presencia de sustancias de afinidad especifica como los
antihelminticos; la union de dichos compuestos con estos receptores produce
despolarizacidn y paralisis espastica de los musculos de los nematodos, y como
resultado, ocurre la expulsion de los parasitos (Marquez, 2013). Los ovinos se ven
afectados por este problema ya que el efecto de los antihelminticos esta siendo
limitado por la “resistencia” (Martinez y Cruz, 2009).

Cabe mencionar que los usos de estos productos quimicos amenazan al medio
ambiente y contribuyen de manera importante al desequilibrio en el entorno
ambiental, ya que algunos medicamentos especialmente el fenbendazol y el
oxfendazol, debido a que los mismos son excretados en gran cantidad en las heces
de los rumiantes poniendo en riesgo a organismos benéficos como los escarabajos
estercoleros (Onthophagus y Aphodius), lombrices del suelo y acaros (Caloglyphus
mycophagus) (Quintero, 2018). En los ecosistemas de pastizal, la produccion
forrajera depende estrechamente del reciclaje de la materia organica produciday de
la cantidad de elementos minerales disponibles. Las heces depositadas en el
suelo ocupan una cierta superficie, esta puede ser considerable si las heces se
acumulan disminuyendo directa o indirectamente la superficie del pastizal, el papel
de los insectos copréfagos (esencialmente coledpteros y dipteros) se presenta
como fundamental, en particular cuando existe una masa importante de estiercol

depositada por el ganado.

Los escarabajos coprdéfagos participan mas activamente en el desmenuzamiento, la
fragmentacion y el transporte vertical de los excrementos, en la medida en que
estos organismos estan activos durante una gran parte del afio también las

lombrices del suelo contribuyen al enterramiento (Lumet et al., 2005). Por tal



motivo, es urgente y necesario buscar métodos alternativos complementarios para

disminuir el uso de los productos quimicos antihelminticos.

El uso de los hongos es una opcion para un pretratamiento de los residuos
agroindustriales ya que poseen enzimas lignoceluloliticas agrupadas en celulasas,
hemicelulasas y ligninasas (Ovando, 2018). Los materiales cominmente utilizados
como fuente de carbono incluyen la paja de trigo, avena, centeno, sorgo y algodon,
virutas de madera y de corteza, subproductos de algodon, heno, tallos de planta de
maiz, plantas y desperdicios de café, tusa de mazorca, hoja de té, cascara de
cacahuate, harina de soya, cascaras de semillas de girasol, desperdicios de alcaucil,
desperdicios de yuca, agave, residuos de la industria papelera, hojas de platano,
cactus, yuca, pulpa de cardamomo, fibra de coco, hojas de limdn, tallas de pimienta,
paja de arroz, bagazo de cafa, vainas de frijol, entre otros; a todos estos materiales
muy pocas veces se les realiza el uso adecuado y en muchos lugares se convierten
en fuentes contaminantes del agua, suelo y ambiente, pero se pueden utilizar para
producir hongos comestibles (Ovando, 2018).

Los hongos tienen dos tipos de sistemas enzimaticos extracelulares: el sistema de
hidrolisis, que produce hidrolasas que son responsables de la degradacion de
polisacaridos, y un sistema ligninolitico oxidativo Unico, que degrada lignina y abre
los anillos de fenilo (Elgorashi et al., 2008).

Los hongos de la pudricion blanca, secretan una o mas de las tres enzimas
extracelulares oxidativas esenciales en la mineralizacion de lignina, por sintesis
enddgena y de compuestos aromaticos no fendlicos, en una reaccion que genera
radicales arilo y alquilo que se anabolizan intracelularmente; la manganeso
peroxidasa que oxida componentes fendlicos de la lignina, mediante una reaccion
de oxidacion y la lacasa, que es una glicoproteina extracelular que contiene cobre y

que oxida anillos de la lignina. Todas estas enzimas participan en la degradacion



bajo condiciones de fermentacion en estado sdlido, y se ha detectado que ayudan
tanto a la infestacidn del micelio sobre el sustrato como a la degradacion de este
(Ovando, 2018).

El sustrato degradado de P. ostreatus proporciona nutrientes para el animal, asi
como compuestos secundarios que pueden afectar la biologia y supervivencia de
nematodos gastrointestinales. La evidencia del sustrato se basa in vitro del
antihelmintico y su actividad contra diferentes etapas de la vida los nematodos

gastrointestinales. Pero la informacion nutricional se omite o es escasa.

2. Haemonchus contortus

La haemonchosis una enfermedad comUn y de gran importancia por su incidencia
en el abomaso de rumiantes en muchas partes del mundo. La patogenia de la
infeccion por Haemonchus es el resultado de la anemiay la hipoproteinemia causada por
la actividad del parésito que filtra la sangre (Gasque, 2008). EI nematodo H.
contortus es un género de nematodo cilindrico (Ilustracion 1), parasitos de rumiantes el
cual se encuentra diseminado ampliamente en todo el mundo, pero es mas
frecuente y dafiino en regiones célidas y humedas. Siendo H. contortus, la
enfermedad mas dafina dado el grado de complejidad que alcanza para su control
(Widiarso, 2018).

H. contortus al entrar en el hospedero se adhiere a las paredes del estomago
verdadero conocido como abomaso y utiliza como su principal fuente de alimento
el plasma sanguineo que succiona a través de los pliegues de la pared de este
organo, provocando pérdidas asociadas a reduccidon en las tasas de crecimiento en
animales, bajas condiciones corporales, reduccion de la fertilidad, aumento de

susceptibilidad a enfermedades de diferentes origenes e incremento en la
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mortalidad (Rivero et al., 2019). Se estima que cerca del 10% del volumen
sanguineo diario es consumido por H. contortus (Rodriguez, 2006). Cuyas
consecuencias inmediatas se traducen en una disminucion de la condicion corporal,
pérdida del pelaje, decaimiento y bajos niveles de produccién. La caracteristicas
mas representativa asociada a una infeccion con H. contortus es el nivel de anemia
ya que H. contortus es un parasito hematofago y succiona una gran cantidad de

plasma sanguineo provocando una pérdida de proteinas (Rivero et al., 2019).

Conducto B
deferente /'-'

&Tispiculas

Macho adulto
Hembra adulto

llustracion 1 Morfologia del nematodo H. contortus en forma adulta macho y

hembra. Fuente: (Sanchez, 2012).

2.1 Ciclo biologico de H. contortus

El ciclo de vida del nematodo parasito de ovinos H. contortus se divide en 2 fases

Fase enddgena y exogena (ilustracion 2) a continuacion se describen dichas fases.



Fase enddgena: En las heces se pueden encontrar los huevos y en condiciones
Optimas se desarrolla la larva L; esto ocurre entre 1y 2 dias, la cual eclosiona e
inicia lo que es la larva de vida libre L,. Finalmente a los 7 dias alcanzan su estadio
infectante conocido como L3 Estas larvas migran hacia las partes altas de los pastos
para que sean ingeridas por los animales junto con el pasto.

Fase enddgena: Cuando la larva infectante (L3) ha sido ingerida por un nuevo
animal susceptible, al ingresar al tubo digestivo , se alimenta y crece en la
mucosa las larvas L, y Ls las cuales se le consideran como larvas adultas
(Rodriguez, 2016). L4 y Ls succionan sangre la actividad de estos irrita la
mucosa provocando inflamacion, extraen cantidades considerables de sangre
y se desarrolla la anemia que se manifiesta por la palidez de la conjuntiva y de
las encias, los animales se vuelven indiferentes y se desnutren, el pelo se pone
quebradizo y opaco, los animales pierden el apetito y son incapaces de

recuperar el peso normal y en ocasiones mueren (Gasque, 2008).

Dentro del aparato digestivo
L-3 muda dos veces a L4, L5

Los animales infectados excretan
los huevos, las hembras pueden
kberar entre 5 mul 2 10 nul huevos al

Las larvas mfectantgy di.

retienen ka cuticula ¥
al pasto donde pernl§

hasta ser ingendas po

umaante

desarrolan ks L1, q edlosionan
en k masa fecal, mudan dos
veces pasando L2




llustracion 2 Ciclo biolégico de H. contortus

La fase exdgena del ciclo bioldgico esta influida por los factores abidticos como la
temperatura, humedad, luz y suelo, mientras que la enddgena esta relacionada con

los factores bidticos del hospedador (Mendoza et al., 2009).

La hipobiosis o desarrollo inhibido es un fendmeno que se define comola
inhibicion temporal y prolongada, o la interrupcion del desarrollo larvario del
nematodo en el hospedador. Las larvas en hipobiosis no se desplazan ni se
alimentan; su metabolismo celular esta reducido, pero no se detiene por completo
(Munguia et al., 2018).

Los factores que influyen en el metabolismo regulador son:

. Factores abioticos que afectan a las larvas de vida libre: condiciones
ambientales adversas, temperatura, ausencia de humedad, carencia de oxigeno,

luz, entre otros (Munguia et al., 2018).

« Factores bioticos del hospedador, tales como la inmunidad, edad, ingestion de

gran namero de larvas infectantes (Munguia et al., 2018).

3. Resistencia antihelmintica

La resistencia es definida como la capacidad que tiene una fraccion de una
poblacion para tolerar dosis toxicas de sustancias quimicas, que son letales para
otras poblaciones de la misma especie. Se han tratado de controlar las parasitosis
usando productos farmacéuticos de tipo sintético, lo cual ha causado el creciente

desarrollo de resistencia antihelmintica. La cual se presenta cuando se administra
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un medicamento en la dosis y forma correcta a un animal infectado sin que actla

eficazmente (Marquez, 2013).

Los antihelminticos constituyen actualmente el principal método de control de los
nematodos de rumiantes en el mundo. Existen varios antihelminticos (Tabla 1.)
con diferentes mecanismos de accidn, aunque las avermectinas, los benzimidazoles
y los agonistas nicotinicos son los grupos de antihelminticos mas cominmente

usados en rumiantes (Marquez, 2013).

Tabla 1. Resistencia antihelmintica en México (Marquez, 2013)

Estados de antihelminticos  Géneros Referencia

México

Yucatan Benzimidazolesy  Haemonchusy Torres et al.
Lactonas Trichostrongylus (2003)
macrociclicas

Tabasco Benzimidazoles  Haemonchus Gonzélez et al.

Teladorsagia (2003)
Cooperiay
Oesophagostomum.

Tabasco Benzimidazolesy =~ Haemonchus Nuncio et al.
Lactonas Teladorsagia y (2003)
macrociclicas Cooperia.

Tabasco Benzimidazoles  No reportado Nuncio et al.
Imidazotiazoles y (2005)
macrociclicas

Campeche Benzimidazolesy  Trichostrongylus ~ Torres et al.
Lactonas (2007)
macrociclicas

Chiapas Benzimidazoles = Haemonchus y Sanchez et al.

Imidazotiazoles y
macrociclicas

Trichostrongylus

(2008)




Tabasco Benzimidazoles  Haemonchus y Medina et al.
Imidazotiazolesy  Trichostrongylus (2011)
macrociclicas

Chiapas Benzimidazoles  Haemonchus, Reyes etal. (2013)
Imidazotiazolesy  Trichostrongylus y
macrociclicas Teladorsagia

Tabasco Benzimidazoles  Haemonchus, Herrera et al.
Imidazotiazolesy  Trichostrongylus y (2013)
macrociclicas Oesophagostomum

Existe informacion limitada sobre el impacto que los antihelminticos, o sus
metabolitos, sobre el medio ambiente. Sin embargo, a partir de 1980 se han
realizado trabajos que evidencian los efectos negativos que tienen en el ambiente
algunos antihelminticos como la fenotiazina que, aunque en desuso, ejercia efectos
adversos sobre el crecimiento del trebol, lo que se traducia en una reduccion del
forraje y, por tanto, en una disminucién de la produccion. En relacion con los
benzimidazoles, se ha sugerido que éstos no son totalmente inocuos, a diferencia
del efecto residual indeseable que tienen sobre algunos hongos saprofiticos que
invaden las heces, especialmente el fenbendazol y el oxfendazol, debido a que los
mismos son excretados en gran cantidad en las heces de los rumiantes (Marquez,
2013).

De los antihelminticos disponibles y actualmente usados por los productores, son
las ivermectina, las que probablemente ejercen mas efectos negativos sobre el
medio ambiente, especialmente en las poblaciones de insectos benéficos asociados
al estiércol, principalmente en sus formas larvarias. Diferentes vias de
administracion de estas drogas conducen a variadas concentraciones en las heces,

las cuales, a su vez, influencian las respuestas de los organismos no objetivos,



efectos que van desde toxicidad aguda en larvas y adultos hasta disrupcion de la

metamorfosis, e incluso, a la interferencia de la reproduccion (Marquez, 2013)

La resistencia puede ser intrinseca o adquirida, en la primera un parasito que es
naturalmente insensible a una droga, debido a la ausencia de receptores o a la
imposibilidad del farmaco para entrar al sitio de accion de esta, como ocurre en la
resistencia de los trematodos y cestodos a los endectocidas. La resistencia adquirida
se presenta en los parasitos que originalmente son susceptibles al farmaco y
despues de modificaciones genéticas del parasito las cuales llegan a ser hereditarias
estos dejan de ser susceptibles (Marquez, 2013). Estos compuestos son
Importantes en la prevencion y tratamiento de las enfermedades parasitarias, pero es
necesario reorientar estas practicas hacia alternativas de control mas efectivas y
menos costosas, a causa del surgimiento de la resistencia a los farmacos usados y de
los problemas relacionados con la toxicidad (Tabla 2), la polucion ambiental y los
residuos en productos animales (Marquez, 2013). Es necesario buscar métodos

alternativos que supere el tradicional uso exclusivo de sustancias quimicas.

Los escarabajos estercoleros, de la subfamilia Scarabaeinae (Coleoptera:
Scarabaeidae) corresponden a uno de los grupos taxonémicos mas importantes de
organismos asociados al estiercol, estos escarabajos ayudan a mantener limpios los
pastizales ganaderos, controlan los parasitos gastrointestinales de los bovinos y las
poblaciones de especies plaga de moscas que afectan tanto bovinos como al
hombre; intervienen en la aeracion y el reciclamiento de nutrientes incrementando
la fertilidad del suelo, lo que favorece un mayor crecimiento del pasto también,
disminuyen la liberacion de metano y otros gases del estiércol que inducen el efecto
invernadero incidiendo asi, en el cambio climatico de nuestro planeta (Pérez et al.,
2018).

10



Diversos estudios relacionada con los efectos adversos de las lactonas
macrociclicas (principalmente ivermectina) sobre organismos benéficos asociados
al estiércol es amplia y disminuyen sus poblaciones, para ello existen antagonistas
naturales como: los hongos, virus, tardigrados, protozoarios, bacterias, nematodos
depredadores de otros nematodos (nematodos canibales) y acaros nematéfagos
(Quintero, 2018). Estos efectos se han documentado usando bioindicadores de
diferentes taxones, que incluyen invertebrados terrestres como escarabajos y
dipteros coprofagos, lombrices de tierra, colémbolos, acaros y nematodos de vida

libre; asi como algunos organismos acuaticos (Pérez et al., 2018).

Tabla 2 Toxicidad de la ivermectina presente en el estiércol de bovinos u ovinos
(Pérez et al., 2018).

Dosis ivermectina género, especie y Toxicidad
subfamilia

Inyectable (0.2 mg/kg).  Onthophagus landolti No hubo efecto sobre la
(Scarabaeinae) mortalidad de adultos. Se

inhibié la fecundidad
casi totalmente hasta los
14 dias PT y en menor
grado a los 28 dias PT. Se
redujo la sobrevivencia
larval a los 3 dias PT
Euoniticellus  intermedius No hubo efecto sobre la
(Scarabaeinae) mortalidad de adultos, ni
sobre la fecundidad.
Hubo 100% de

11



Onitis alexis

(Scarabaeinae)

Diastellopalpus quinquedens
(Scarabaeinae)

mortalidad larval 2-7 dias
PT

Reduccion de
emergencia en heces 2-7
dias PT.  Tiempo
prolongado de desarrollo
en inmaduros en heces
de hasta 3 semanas PT
Mortalidad larval en
heces colectadas 2 dias
PT

4. Metodos de control alternativos al uso de quimicos

41  Manejo del pastoreo

En las praderas ocurre la fase externa o exdgena del ciclo biologico de los

nematodos gastrointestinales hasta producir la larva infectante (Ls3), la que es

ingerida junto con la pastura cuando los animales se alimentan (Medina et al., 2014). La

rotacién de potreros proporciona el descanso de la pradera después de ser

pastoreada, con lo cual se recupera y crece para poder ser sometida nuevamente al

pastoreo. Ademas del descanso de la pradera, la exposicion ambiental prolongada

y la desecacion producida por la radiacion solar disminuyen la viabilidad y el

numero de Lz que el animal consumiria normalmente junto con el forraje.
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4.2 Inmunizacion con larvas y vacunas
La inmunizaciéon se ha utilizado como método de control alternativo de los

nematodos gastrointestinales (Medina et al., 2014). Existe un estudio donde se
inocularon 3,700 larvas L3 de H. contortus a corderos, lo que redujo el nimero de huevos
por gramo de heces (HPG); sin embargo, esta inmunizacion no mejord la ganancia
de peso en ovinos en pastoreo. En cuanto a las vacunas, los avances mas importantes
han sido el descubrimiento y la caracterizacion de los antigenos que confieren
inmunidad. El antigeno H-11 se ha utilizado para la produccion de vacunas
contra H. contortus, y ya es posible desarrollar esta vacuna de forma comercial.
Sin embargo, la produccion de antigenos para la vacunacion de los ovinos es una
estrategia relativamente nueva y no existen suficientes estudios que demuestren su
efectividad, por lo que se requiere realizar investigaciones sobre este tema.
Asimismo, aun se deben descubrir las vacunas contra los demas géneros de

nematodos parasitos de los ovinos.

4.3 Herbolaria
En el control de parasitos se han utilizado diversas plantas que contienen

sustancias bioquimicas con efecto antihelmintico. Los principales compuestos de
estas plantas son los terpenos, los alcaloides, las saponinas, las antraquinonas y los
taninos; estos han sido usados por las comunidades indigenas de América Latina
en la herbolaria tradicional, como una practica milenaria, y actualmente se evaltan
en diversos estudios a nivel mundial con un concepto etnobotanico (Medina et al.,
2014).

4.4 Agujas de cobre
El 6xido de cobre, cuando es administrado en capsulas por via oral, pasa a traves

del rumen y se aloja en los pliegues del abomaso, donde libera iones de cobre que
ejercen un efecto antihelmintico las agujas de 6xido de cobre reducen las cargas

de H. contortus entre un 75y 90 %; pero no mejoran la ganancia de peso de los
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animales. A pesar del positivo efecto antihelmintico del 6xido de cobre, se ha
demostrado que la acumulacion de cobre en el higado de los animales tratados
constituye un riesgo, por lo que el uso de este método alternativo ha sido limitado
(Medina et al., 2014).

4.5 Control biologico
En la naturaleza existe gran diversidad de organismos antagonicos a los parasitos

que han llegado a tener un impacto beneficioso como controladores biologicos en
el caso de los ovinos. Dentro de los principales enemigos naturales de los
nematodos gastrointestinales se encuentran las bacterias, los acaros y los hongos.
En varios estudios se evaluo la capacidad de adhesion de las esporas de la bacteria
Pausteria sp. para disminuir las poblaciones de H. contortus, también se estudio la
habilidad depredadora del &caro Lasioseius penicilliger sobre larvas infectantes de H.
contortus, y estas se redujeron en un 79.5 % (Medina et al., 2014; Aguilar-Marcelino et
al., 2017).

4.6 Hongos comestibles
Un metodo alternativo son los hongos comestibles, de los cuales se estima que la

produccion nacional fue alrededor de 63,374 ton de hongos frescos en 2014. Se le
han atribuido propiedades nutracéuticas principalmente para la salud humana,
plagas agricolas y pecuarias (Pineda-alegria et al., 2017; Cuevas-Padilla et al., 2018),
entre las diferentes propiedades medicinales y terapéuticas destacan su uso como:
anti-inflamatorios, anti-hipertensivos, cardioténicos, anti-virales, anti-
microbianos, anti-tumorales, anti-cancerigenos, anti-oxidantes, inmuno-
moduladores, anti-edad, insecticidas y antiparasitaria (nematicidas) (Perez-Moreno,
et al., 2010; Sanchez y Mata, 2012; Aguilar-Marcelino et al., 2017; Shnyreva et al.,
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2018).

El valor nutricional de los hongos comestibles es significativo, en base seca
contienen de 19 a 35% de proteinas, a diferencia de otros alimentos como la leche
en polvo (25.8%), huevos (12.8%), pollo (20.0%), salmén (20%), trucha (19.2%),
avena (13%); ademas de contener aminoacidos esenciales (fenilalanina, metionina,
leucina, lisina, valina, isoleucina, treonina y triptdfano), ademas de estos
componentes poseen vitaminas del complejo B, vitaminas C y D, niacina, acido
pantoténico, acidos grasos insaturados (Marin et al., 2018). Los hongos de
pudricidn blanca son considerados agentes primarios de descomposicion porgque son
capaces de utilizar los desechos agricolas en su forma original sin que hayan sido
sujetos previamente a algun proceso de degradacion bioquimico o

microbioldgico (Shnyreva et al., 2018).

Desde el punto de vista nutricional, son organismos heterotrofos que utilizan
como nutrientes los compuestos organicos e inorganicos presentes en los
diferentes sustratos. Los residuos agroindustriales utilizados para el cultivo y
produccion de hongos comestibles proveen las fuentes de carbono, nitrogeno,
azufre y fosforo necesarias para el desarrollo adecuado de la biomasa fungica. El
carbono, que generalmente esta en exceso en los sustratos lignoceluldsicos, es
utilizado en los esqueletos carbonados de compuestos organicos y para obtener
energia. El nitrogeno, que suele estar presente en cantidades limitadas, es esencial
para la sintesis de aminoacidos, proteinas, nucledtidos, vitaminas, etc. (Rodriguez
et al., 2018).

Los hongos son los principales productores de metabolitos biolégicamente activos
que tienen efectos potencialmente terapéuticos en mamiferos. Estos metabolitos

incluyen méas de 200 compuestos bioactivos con actividad nematicida (Pineda-
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Alegria et al., 2017). Todos los hongos son heterotrofos, es decir, requieren materia
organica preformada que utilizan como fuente de energia y de carbono para la
sintesis de estructuras celulares. Debido a la rigida pared celular, no puede fagocitar
al alimento entonces absorben nutrientes simples y solubles que obtiene mediante
la degradacion de polimeros complejos con enzimas extracelulares que liberan al
medio (Gayosso, 2001).

5. Pleurotus ostreatus

En México, dada su gran biodiversidad, existen especies con uso potencial en la
medicina tradicional. Se estima que el numero de especies del reino de los hongos
puede llegar hasta 1.5 millones, 700 especies tienen importancia farmacologica.
Varios hongos llegan a producir nematotoxinas como son: Pleurotus ostreatus (Tabla 3),
Coprinus comatus, Lentinula edodes y P. eryngii (Aguilar-Marcelino et al., 2017).

Tabla 3 La clasificacion taxonomica de Pleurotus (index fungorum)

Reino Fungi
Genero Pleurotus
Nombre Pleurotaceae

cientifico
Division Basidiomicetes

Clase Agaricomyetes

Orden Agaricales
Familia Pleurotaceae

16



El género Pleurotus presenta actividad nematicida contra diferentes géneros
taxondmicos de nematodos parasitos y de vida libre . Las hifas del hongo contienen
una nematotoxina que, tras ponerse en contacto con el nematodo, este se ve
rapidamente inmovilizado y digerido por el hongo; se produce micelio que invade
por la cavidad oral, el ano y la cuticula del nematodo (Aguilar- Marcelino et al.,
2017).

El hongo Pleurotus spp. es uno de los géneros méas importantes que prosperan en
los residuos agroindustriales de México. Se desarrolla abundantemente sobre la
pulpa de cafe, el bagazo de cafia de azucar y el henequén, entre otros materiales
lignoseluldsicos (Sanchez et al., 2012). Es una especie comestible y también es
susceptible de cultivo a escala industrial, lo que proporciona una alternativa
excelente. Conocido como seta, oreja blanca, hongo ostra. P. osteratus presenta un
sombrero en forma de repisa, de 4-14 cm. de didmetro, blanquecino, gris o de color
café grisaceo; las laminas son decurrentes, blanquecinas; presenta un pie lateral
corto, que en ocasiones puede ser excéntrico; la carne o contexto es blanca o
blanquecina, con sabor y olor agradables. Los cuerpos fructiferos crecen en forma
gregaria y por lo general imbricados, sobre troncos caidos o en pie, 0 en diversos

restos vegetales (Sanchez et al., 2012).

Entre las partes del hongo Pleurotus ostreatus (llustracion 3) se encuentran las
estructuras encargadas de producir las esporas no estan distribuidas por todo el

cuerpo fructifero, sino que se organizan en una superficie de este (himenio) y la

17



zona donde se encuentra el himenio sumado a otros elementos se denomina
himendforo (Kuhar et al., 2013).

Sombrero o pileo

Parte superior del hongo,
sitve de proteccion.

Pie o estipite
T, Se encarga de [~
. sustentar al ' N
RN sombrero.

Laminas o

himenio Capa formada por los
elementos
productores de
esporas.

[lustracion 1 Partes del hongo Pleurotus ostreatus

Sombrero: Parte superior y carnosa del hongo. Contiene y resguarda al himenio
para facilitar el adecuado desarrollo de las esporas. Su superficie esta cubierta por
la cuticula, fina capa protectora que puede presentar multiples formas, colores y

texturas.

Pie: Punto de sujecion y soporte fisico del himenio y sombrero, eleva la zona fértil
del hongo y favorece la dispersion de las esporas.

Himenio: Zona fértil del hongo, situada en el interior del sombrero. Puede
presentar laminas, tubos o pliegues que generan y almacenan las esporas hasta la
dispersion. Algunos hongos presentan un velo o membrana que aisla al himenio

en los primeros dias.
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Laminas: Tabiques del himenio, en sus caras verticales desarrollan basidios,
estructuras microscopicas que producen las esporas. A veces presentan laminillas
intercaladas que actian como segunda capa protectora.

Micelio: Tejido organico compuestos de delgados filamentos tubulares llamados
hifas, es el hongo propiamente dicho el ser vivo que crece bajo la superficie del
suelo y que, en momentos puntuales genera hongos para reproducirse

sexualmente.

En materia de reproduccion (llustracion 4) puede ser por via sexual o asexual. En la
reproduccion sexual son: la plasmogamia que es la fusion de los protoplastos,
cariogamia o fusion de un solo nucleo; y meiosis, que es una division formando

nucleos haploides (Kuhar et al., 2013).

Estructura productora de

Sombrero " o—a D Basidio €sporas
D e i s
Velo parcial .;*;\\\\\\\\W Dicarion E] proceso de fusion de

Cariogamia dos cé€lulas eucariontes

g;
> haploides
Primera division

Pie @
Formacion de

,,34‘* basidiosporas )
i Es una espora reproductiva

Basidio liberand@roducida por los hongos
basidiosporas

Laminas

Médula del pie
Volva
Velo parcial

Micelio monocariético

Micelio aicariético

Resultado de la plasmogamia de
dos micelos primarios
compatibles

[lustracion 2 Ciclo de vida del hongo (Kuhar et al., 2013).
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Los hongos se reproducen por medio de esporas, la espora germina, surgiendo de
ella una primera hifa, por cuya extension y ramificacion se va constituyendo

un micelio (Sekan et al., 2019).

Tabla 4 Compuestos aislados a partir del hongo comestible Pleurotus spp. y su
eficacia contra diferentes grupos taxonomicos de helmintos(Aguilar-Marcelino et
al., 2017).

Especie Compuesto Nematodo Eficacia
nematicida (genero/especie)

P. ostreatus Heterodera schachtii

P.febulae Cheimonophyllon  Bursaphelenchus
E xilophilus,

5-hydroxymethyl-  Panagrellus redivivus
furancarbaldehyde

P. ostreatus Trans-2- Panagrellus redivivus ~ 95%
decenedioic acid

P. ostreatus Meloiodgyne arenaria  87-94%

P. eryngii Syphacia obvelata, 95%

Hymenolepis nana 89
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[lustracion 3 Pleurotus ostreatus.

La palabra Pleurotus se deriva del griego “pleuro” significa formado lateralmente en
referencia a la posicion del pie respecto al sombreroy “ostreatus” en latin quiere
decir en forma de ostra y en este caso se refiere a la apariencia y al color del cuerpo
fructifero también conocido con nombre comin de hongo ostra, es uno de los
hongos con mayor facilidad de cultivo, debido a su bajo costo econémico, facil
adaptabilidad y productividad; México se posicioné como el mayor productor de
hongos comestibles de latinoamérica, al generar el 80.8% de la produccion para la
region, sequido por Brasil 7.7% y Colombia 5.2%. A nivel mundial México se ubica
en el décimo tercer lugar de los paises productores de hongos comestibles. Entre
las principales entidades productoras se encuentran Coahuila, Chiapas,
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Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos,
Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tlaxcala, y Veracruz. Cabe destacar que esta actividad
tiene una importancia ecoldgica sin igual por la utilizacion y reciclaje de méas de 500
mil toneladas anuales de subproductos agricolas, agroindustriales y forestales
(Pifia-Guzman et al., 2019). Es un hongo que se alimenta de la materia organica, y
que degrada lignina, celulosa y hemicelulosa mediante complejos enzimaticos
extracelulares, como las lacasas. Estas enzimas degradan la lignina que liberan al
medio humedo que les rodea, el agua es indispensable en la constitucion de los
hongos en proporcion elevada, micelio 85% y esporas 45%. Dichos hongos crecen
con facilidad sobre varios desechos forestales y agricolas, tales como: aserrin, pulpa
de madera, bagazo de cafia de azucar, desechos de café como asientos, etc. Dentro
de este género, el mas representativo y conocido es el Pleurotus ostreatus (Ravera et
al., 2008).

Respecto a la propiedad nematicida se ha notificado que 23 especies del género
Pleurotus presentan esta actividad (Li y Zhang, 2014). Se ha observado que el hongo
comestible Coprinus comatus produce estructuras esfericas espinosas que secretan
nematoxinas causando la inmovilizacion y dafio morfoldgico sobre la cuticula del
nematodo bacteriofago Panagrellus redivivus (Luo et al., 2004, 2007). Asimismo, se ha
notificado el aislamiento y caracterizacion de la estructura quimica de una
nematotoxina llamada “NRRL 3526 del hongo comestible P. ostreatus con esta
actividad en contra del nematodo P. redivivus, el cual inhibe en un 95% la poblacionde
nematodos a una concentracion de 300 ppm en un tiempo de 1 h y se ha
comparado la actividad con la “ostreanina” (Kwok et al., 1992). Se estima que en el
pais existen cerca de 200 mil especies de hongos, pero solo alrededor de ochomil
son comestibles y con uso potencial en la medicina tradicional (Aguilar-Marcelino
et al., 2017).

El nimero de diferentes especies de hongos a nivel mundial se estima en 1.5
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millones, de las cuales el 10% son conocidas, y de ellas el 50% se considera que
son comestibles, mas de 2000 son seguras, y unas 700 especies son conocidas por
poseer importancia farmacoldgica (Lull et al., 2005). A la fecha se han aislado
diversos componentes con actividad nematicida como: alcaloides, quinonas,
péptidos, terpenoides, acidos grasos, polifenoles, entre otros (Li y Zhang, 2014) a

partir de basidiomas de los hongos.

Sustrato agotado de los hongos comestibles, se ha notificado el uso como
alimentos para animales y peces, ya que los basidiomas contiene una alta cantidad
de proteinas. Las formulaciones que utilizan para la elaboracion del sustrato
incluyen diversos insumos como: pasto, cereales y granos y también se usan como
componentes de las “dietas de los rumiantes”. Muchos hongos que se cultivan
como alimento también se consideran alimentos funcionales. Con este nombre se
incluyen productos potencialmente saludables, alimentos modificados, o con algun
ingrediente que proporciona beneficios mas alla de los nutricionales.

En la actualidad, varias especies del género Pleurotus tienen un alto valor comercial
en el mercado mundial de hongos comestibles cultivados. La presencia de
aminoacidos esenciales, como la arginina, la glutamina y el acido glutamico, asi
como las vitaminas y los minerales, es caracteristica de las especies de Pleurotus. El
mas popular entre ellos, P. ostreatus, es una tradicional seta comestible, altamente
nutritiva con una composicién dietética rica en nutrientes. Este hongo tiene un
alto valor nutricional debido a su alta contenidos de proteinas, fibra y
carbohidratos. Ademas de evidente importancia en el mundo. La agricultura y la
industria alimentaria, los sustratos degradados también fueron considerados como

un importante objeto para el proposito médico (Sekan et al., 2019).

Debido al rapido crecimiento de la agroindustria y a la extension de terrenos

cultivados en algunas regiones agricolas, la cantidad de materiales organicos de
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desecho son una fuente de contaminacion ambiental pues los grandes volimenes
generados rebasan la capacidad de biodegradacion natural, de manera que estos
desperdicios se pueden acumular llegando a convertirse en un riesgo para el
equilibrio del ecosistema, ya sea porque son depositados en terrenos sin control
alguno o bien quemados en el sitio generandose de esta manera contaminacion
ambiental. Por esta razon hay un interés creciente en la utilizacion de estos residuos
en procesos productivos que permitan emplear estos materiales con los

consecuentes beneficios economicos y ambientales.
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RESERVA DE SECRESIA DE PATENTE

La presente investigacion deriva de un proyecto cuyos resultados se someteran a
registro de patente por tal motivo los detalles experimentales de la presente tesis
han sido planteados bajo reserva de secrecia.

25



6. Justificacion

Las enfermedades por nematodos gastrointestinales ocasionan una de las
principales pérdidas economicas en el sector ganadero de México. EI nematodo H.
contortus presenta la mayor prevalencia a nivel mundial y nacional con un 37% en
el abomaso, el uso inadecuado y frecuente de los productos quimicos, ha dado
origen al problema de la resistencia antihelmintica. En el proceso final de
produccion de Pleurotus spp. el sustrato remanente después de la colonizacion y
cosecha de los hongos es desechado, este subproducto es denominado sustrato
degradado. Este material puede ser utilizado para relleno de suelos, en la
preparacion de compostas, como complemento en alimentacion animal, entre
varios otros usos. El estado de Chiapas es uno de los estados presenta la mayor
actividad agricola, en el que se genera anualmente toneladas de residuos
agroindustriales ricos en hiomasa lignocelulésica, y en la mayoria de los casos el
aprovechamiento de residuos agroindustriales y sustrato degradado ha sido
desestimado y no recibe ningun uso posterior por esta razon se buscan nuevas y
mejores alternativas de aprovechamiento que hagan atractivo su reutilizacion, entre
estas se encuentra el aprovechamiento de la carga enzimatica remanente de

Pleurotus ostreatus.

La informacidn nutricional generalmente se explora en condiciones in vivo. En esa
etapa tal vez la informacion nutricional sugiera que dicho candidato tenia una mala
calidad nutricional. Por ello, proponemos evaluar in vitro la informacion nutricional
de los tratamientos con mayor actividad antihelmintica (Castafieda-Ramirez et al.,
2018). Se debe incluir en la evaluacidn in vitro: Materia seca (MS) proteina cruda
(PC) Cenizas (CEN) fibra cruda (FC) y extracto etéreo (EE).
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7. Objetivo General

Evaluar in vitro el efecto letal en huevos y larvas de H. contortus de diez extractos de

diferentes mezclas de sustrato degradado de P. ostreatus.

7.1 Objetivos especificos

1. Evaluar in vitro el efecto letal en huevos de H. contortus de diez extractos
crudos de las diferentes mezclas de sustrato degradado de P. ostreatus.

2. Evaluar in vitro el efecto letal en larvas infectantes de H. contortus de diez
extractos crudos de diferentes mezclas de sustrato degradado de P. ostreatus.
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8.Hipotesis
Los extractos crudos de las diferentes mezclas del sustrato degradado del hongo

comestible Pleurotus ostreatus difieren en el efecto letal in vitro en huevos y larvas de
H. contortus.
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9. Material y métodos

Obtencién de los extractos
hidroalcohdlicos de las diferentes
mezclas de sustrato degradado de P.
ostreatus

Obtencion de huevos H. contortus

Obtencion de larvas infectantes de H.
contortus (Ls)

Eliminacion de la vaina de las larvas
infectantes de H. contortus

Bioensayos y analisis estadistico
Analisis bromatologico
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9.1 Localizacion
La presente investigacion se realizé en el Laboratorio de Micologia del Centro de

Investigaciones Bioldgicas de la UAEM en Cuernavaca, Morelos; en el Laboratorio
de Hongos Tropicales del Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR), Sede Tapachula,
Chiapas y en el Laboratorio de Helmintologia del Centro Nacional de
Investigaciones Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad (CENID-SAI) del

INIFAP, localizado en Jiutepec, Morelos, México.

Las mezclas de sustrato degradado del hongo P. ostreatus se obtuvieron del
laboratorio de hongos tropicales del Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR).

Tabla 5 Porcentajes de la composicion de las diez Mezclas

Sustrato degradado

Lote Composicion de la mezcla (%)

Zea mays Digitaria eriantha  Coffea canephora

Steud

ATl 16.66 66.66 16.66
AT2 16.66 16.66 66.66
AT3 0 50 50
AT4 66.66 16.66 16.66
ATS 33.33 33.33 33.33
AT6 0 0 100
AT7 0 100 0
ATS8 100 0 0
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AT9 50 50 0
AT10 50 0 50

9.2 Obtencidn de los extractos hidroalcoholicos de las diferentes mezclas
de sustrato degradado de P. ostreatus

Las muestras para realizar extractos hidroalcohdlicos (70:30). Se pesaron
individualmente cada sustrato 50 g, por medio de un embudo de plastico la muestra
fue colocada en un matraz (llustracion 6). Posteriormente se agreg6 una mezcla
total de 0.5 metanol agua (70:30). Se dejaron por 24 h para extraer los metabolitos
y posteriormente fueron filtrado. Se realiz6 una segunda extraccion por 24 h mas, el
volumen fue concentrado y posteriormente las muestras fueron liofilizadas
(Cuevas-Padilla et al., 2018).

llustracion 4 Obtencién de los extractos hidroalcoholicos de las diferentes
mezclas de sustrato degradado de P. ostreatus
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9.3 Obtencion de huevos H. contortus

Se utiliz6 un ovino macho de raza Pelibuey de dos meses de edad el cual se
encontraba en jaulas metabolicas en el CENID-SAI, INIFAP. El cual fue
infectado via oral con una dosis de 350 larvas infectantes por kg de peso vivo,
después de 21 dias del periodo pre- patente se recolectaron muestras fecales
(Hustracion 7) directamente del recto (10 g aproximadamente)

Los 10 g recolectados directamente del recto del animal infectado, se tomaron 2 g
para realizar la técnica de Mac méster con la finalidad de determinar cuantos
huevos por g en heces hay en un animal, los cuales se mezclaron con 28 mL de
solucion salina hasta homogenizar, posteriormente se coloco una gasa como un
colador y con una pipeta se recolectaron 1 mL de la solucion para llenar la cdmara
de Mac master.

Se realizo la lectura a 40x en un microscopio LEICA.
Para el calculo de los huevos por gramos de heces se utilizé la siguiente formula:
HPG: Suma de huevos de los dos compartimientos x 50

La muestra posteriormente fue macerada y tamizada (llustracion 8) a través de un
sistema de mallas de diferentes aperturas: 35, 100, 200 y 400 utilizando agua
(Liébano et al., 2011).
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Ilustracion 5 Obtencion de muestra directamente del recto de ovino infectado.

[lustracion 6 Proceso de maceracion y tamizado de la muestra para la obtencion
de huevos de H. contortus
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Finalmente en un tubo de ensayo de 15 mL se agregd 8 mL de sacarosa al 40% y
6 mL de los huevos recuperados después del tamizado, posteriormente se
centrifugd a 3500 rpm durante 5 minutos, esto con el fin de crear un gradiente de

densidad y asi poder recuperar los huevos que quedaron suspendidas en la fase

con forma de anillo.

[lustracion 7 Proceso limpieza con sacarosa al 40%, gradiente de sacarosa para
recuperar huevos en proceso de limpieza.

9.4 Obtencion de larvas infectantes de H. contortus (Ls)
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A los 21 dias después de la infeccion se recolectaron las heces con ayuda de una
palangana y se realizaron coprocultivos (llustracion 10) en condiciones adecuadas
para la obtencidn de larvas infectantes. Para el proceso del coprocultivo las heces se
humedecieron con agua corriente y se mezclaron de manera homogénea con
hule espuma a una proporcién 1:1 aproximadamente, con el fin de obtener una

humedad deseada (80 al 90% aproximadamente).

La temperatura que debe de tener es de 26-28°C. EI pH optimo para el desarrollo
larvario debe de ser de 6.5 a 7.5 (Liébano, 2010).

Después de realizar esta mezcla se debe hacer una tapa con papel aluminio dejando
una abertura en la parte de en medio que sera sustituida por tela de gasa (20 x 20
cm aproximadamente) a manera de evitar la entrada de mosquitos en insectos que
puedan contaminar la muestra, pero que permita la ventilacion de la muestra. El

coprocultivo se mantuvo en incubacion durante siete dias.

[lustracion 8 Proceso del coprocultivo para la obtencion de larvas infectantes de
H. contortus
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Pasado el periodo de incubacion se recuperaron las larvas por medio de la técnica
del embudo de Baermann (llustracion 11). Con un embudo se une por la parte
inferior del embudo a un tubo de ensayo, una vez que se unieron se pone agua
corriente hasta 1/3 partes del embudo. Pasado el tiempo de incubacion del
coprocultivo (7 dias) se realiz6 la homogenizacién de la mezcla posteriormente
tomando lo que cabe en el pufio de la mano de heces se pone una por tela de gasa
para obtener mufiones de heces. Estos mufiones se depositaron dentro de los
embudos de Baermann y se agreg6 el agua corriente suficiente para cubrir el 75%
aproximadamente del mufidén de esta manera se dejo reposar durante 24 h, hasta
obtener un sedimento con larvas infectantes en el fondo del tubo de ensayo y
finalmente estas se almacenaron a 4°C hasta su uso (Liébano et al., 2011).

llustracion 9 Técnica del embudo de Baermann

9.5 Eliminacidén de la vaina de las larvas infectantes de H. contortus
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Para la eliminacién de la vaina de (Ls) de H. contortus (llustracion 12) se utilizé
hipoclorito de sodio comercial al 6% Yy se prepararon 10 mL a 0.187% donde
fueron expuestas las larvas durante nueve minutos. Después se realizaron cuatro
lavados con agua destilada, centrifugando durante 1 minuto a 3500 rpm para
eliminar el hipoclorito de sodio. Una vez lavadas las larvas se recupero el sedimento

formato en tubos Falcon de 50 mL (Liébano-Herndndez et al., 2011).
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[lustracion 10 Eliminacion de la vaina
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10. Bioensayos

10.1 Evaluacién in vitro del efecto letal en huevos de H. contortus de diez
extractos crudos de las diferentes mezclas de sustrato degradado de P.

ostreatus.
Para la evaluacion de la actividad nematicida de los extractos hidroalcoholicos

37



contra de huevos del nematodo parasito de ovinos H. contortus, se utilizaron placas
de microtitulacion de 96 pozos. Por cada pozo se colocardn 50 pL de cada extracto
y 50 uL de suspension acuosa de huevos de H. contortus, obteniendo un volumen
final de 100 puL y 100 huevos por cada pozo. Se incluyo un control negativo (PBS)
y un control positivo (levamisol comercial a 5 mg/mL). Para cada tratamiento se
realizaran 5 repeticiones a 6 concentraciones (0.315, 0623, 1.25, 2.5, 5, 10). Se
cubrieron las placas con papel aluminio y se incubaron a 28+1 °C. Posteriormente
se realizo la lectura a las 72 h post confrontacion. El porcentaje de inhibicion dela
eclosion de huevos fue calculado mediante la siguiente formula (Pineda-Alegria et
al., 2017).

% inibicion / mortalidad= testigo-tratado/testigo x 100

10.2 Evaluacion in vitro del efecto letal en larvas de H. contortus de diez
extractos crudos de las diferentes mezclas de sustrato degradado de P.
ostreatus.

Para la evaluacion de la actividad nematicida de los extractos hidroalcohdlicos

contra larvas infectantes sin vaina de H. contortus se utilizaron placas de
microtitulacion de 96 pozos. Por cada pozo se colocaran 50 uL de cada extracto a
seis concentraciones y 50 uL de suspension acuosa de huevos de H. contortus,
obteniendo un volumen final de 100 uL y 100 huevos por cada pozo. Se incluyo
un control negativo (agua destilada) y un control positivo (levamisol comercial a 5
mg/mL). Para cada tratamiento se realizaran 5 repeticiones. Se cubrieron las placas
con papel aluminio y se incubaron a 28+1 °C. Posteriormente se realizo la lectura
a las 48 hrs post confrontacion. El porcentaje de inhibicidn de la eclosion de

huevos fue calculado mediante la siguiente formula (Cuevas-Padilla et al., 2018).
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% inibicion / mortalidad= testigo-tratado/testigo x 100

[lustracion 11 Elaboracion de bioensayos

11. Anélisis estadistico
Para el anélisis estadistico se realizd con el programa Statgraphics, se utilizd un
analisis de varianzas con el modelo Anova (modelos lineales generalizados) y el

meétodo de la diferencia menos significativa (LSD) se obtuvo la concentracion letal
al 50 y 90 (CLsoy CLgo) mediante el PROBIT con el programa Poloplus.

12. Analisis bromatologico
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En el analisis bromatologico se evalud la informacion nutricional de los
tratamientos con mejor actividad antihelmintica de sustrato degradado en la etapa

mas temprana posible.

Se realizé el analisis bromatolégico en AT5, AT2 y AT6 (Castafieda-Ramirez et al

2018). Se analizaron lo que es:

Materia seca (MS) Proteina cruda (PC) Cenizas (CEN) fibra cruda (FC) y Extracto
etéreo (EE).

Se prepar6 una solucion utilizando los respectivos extractos de acetona: agua a
5000 ug / mL de PBS. Los controles negativos consistieron en L3 expuestos solo
al PBS y los controles positivos consistieron en L3 expuestos a levamisol. Las
concentraciones analizados fueron 1200, 600, 200, 100 y 50 ug / mL de PBS. Cada
concentracion se agregd con 1000 uLL de una solucidon conteniendo 1000 de L3
para obtener las concentraciones finales.

Las larvas L3 se incubaron por 3 horas a 24° C para después ser centrifugadas por
3 minutos para 3 lavados con PBS. Se colocaron alicuotas para cada solucién de
larvas en Eppendorf viales 200 pL cada uno para su lectura (Castafieda-Ramirez et
al 2018).

13. Resultados
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Respecto a la evaluacion in vitro del efecto letal en larvas de H. contortus de los diez

tratamientos de las diferentes mezclas de sustrato degradado de P. ostreatus,

sometidos a los bioensayos a 72 h de exposicion a seis diferentes concentraciones.

Se demostré diferencias altamente significativas entre los tratamientos (Tabla 6),

con base al analisis estadistico y al método de la diferencia menos significativa los

grupos denotan diferencias o efectos altamente significativos (< P 0.05), el

tratamiento AT5 notificé el mayor porcentaje de mortalidad al 79% a una

concentracion de 10 mg/mL, de la misma manera los tratamientos AT2 y AT6

presentaron un 77 y 73 % de mortalidad respectivamente. Sin embargo, el AT8

que notificd la menor mortalidad con un porcentaje de 35.7%.

Tabla 6 Evaluacion del efecto letal en larvas de H. contortus de diez extractos
crudos de las diferentes mezclas de sustrato degradado de P. ostreatus.

TX

PBS

0.315
mg/mL

0.623
mg/mL

1.25
mg/mL

2.5mg/mL

5mg/mL

10 mg/mL

Levamisol

Atl

7.83+1.52°

15.81+1.52°

15.74+1.52°

20.63+1.52°

22.09+1.52°

42.35+1.52¢

57.18+1.52°

100+1.52"

At2

7.83+1.21°

17.49+1.21°

17.87+1.21°

24.76+1.21°

29.85+1.21¢

65.63+£1.21°

77.35+1.21

100+1.219

At3

6.17+2.11%

20.60+2.11°

19.71+2.11°

21.17+2.11°

32.81+2.11°

54.92+2.11¢

48.13+2.11°

100+2.11°

Atd

6.17+3.80%

24.27+3.80%

16.98+3.80™

26.13+3.80™

31.06+3.80¢

45.64+3.801

66.34+3.80°

100+3.80"

At5

5.81+0.96%

9.86+0.96°

13.54+0.96°

26.35+0.96¢

29.20+0.96°

59.64+0.96f

79.61+0.969

100+0.96"

At6

2.87+1.28%

14.79+1.28°

16.55+1.28°

24.94+1.28°

31.66+1.28¢

59.92+1.28°

73.12+1.28

100+1.289

At7

6.17+2.11%

20.60+2.11°

19.71+2.11°

21.17+2.11°

32.81+2.11°

54.92+2.11¢

48.13+2.11°

100+2.11°

At8

7.37+1.38%

11.34+1.38%

16.46+1.38°

20.16+1.38"

23.11+1.38%

24.71+1.38¢

35.70+1.38°

100+1.38"

At9

6.10+1.57%

18.46+1.57°

11.71+1.57¢

19.32+1.57¢

22.75+1.57°¢

56.24+1.57¢

57.72+1.57¢

100+1.57¢

At10

6.10+2.66%

17.45+2.66%

11.70+2.66™

24.00+2.66°

34.37+2.66¢

62.38+2.66°

63.13+2.66°

100+2.66f
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Grupos/ denotan diferencias o efectos altamente significativos (< P 0.0001)

Todos los extractos crudos evaluados sometidos a los bioensayos a 48 h de

exposicion a 6 diferentes concentraciones (Tabla 7) tuvieron actividad inhibitoria

contra huevos de H. contortus, con base al analisis estadistico y al método de la

diferencia menos significativa los grupos denotan diferencias o efectos altamente
significativos (< P 0.05) los tratamientos AT2, AT4, AT5, AT6 y AT7 notificaron
el mayor porcentaje de inhibicion entre 96-99% estos resultado de observaron a
10 mg/mL.

Tabla 7 Evaluacidn de la inhibicion de eclosidn de huevos de H. contortus de diez

extractos crudos de las diferentes mezclas de sustrato degradado de P. ostreatus.

TX

PBS

0.315
mg/mL

0.623
mg/mL

1.25
mg/mL

2.5mg/mL

5mg/mL

10 mg/mL

Levamisol

Atl

8.71+2.08%

6.47+2.08%

15.01+2.08°

26.94+2.08°

39.06+2.08¢

45.02+2.08¢

44.65+2.08¢

100+2.08°

At2

8.71+3.99%

37.12+3.99°

56.39+3.99¢

90.49+3.99¢

98.58+3.99¢

96.36+3.99¢

98.90+3.99¢

1003.99¢

At3

1.55+1.59%

22.00+1.59°

37.22+1.59¢

51.87+1.59¢

69.67+1.59°

72.22+1.59°

84.48+1.59

100+1.599

At4

3.52+2.19%

17.69+2.19°

29.84+2.19°

60.99+2.19¢

70.13+2.19°

77.87+2.19

97.66+2.199

100+2.199

AtS

3.52+6.98a

7.88+6.98a

16.24+6.98a

37.98+6.98b

62.75+6.98C

71.01+6.98c

98.24+6.98d

100+6.98d

At6

10.71+2.02a

64.31+2.02b

60.42+2.02b

98.25+2.02d

96.74x2.02d

74.74+2.02c

98.98+2.02d

100+2.02d

At7

10.71+2.06a

9.82+2.06a

30.24+2.06b

43.89+2.06¢

72.82+2.06d

77.87+2.06d

97.04+2.06e

100+2.06e

At8

5.78+2.04a

6.73%+2.04a

17.15+2.04b

32.80+2.04c

36.34+2.04d

67.93+2.04d

79.65+2.04e

100£2.04e

At9

8.19+1.55a

11.91+1.55a

20.78+1.55b

36.34+1.55¢

43.8+1.55d

63.23+1.55¢e

76.33+1.55f

100+1.559

At10

1.68+1.74a

8.04+1.74b

14.93+1.74c

22.55x1.74d

26.42+1.74d

61.28+1.74e

66.82+1.74f

100+1.74g

Grupos/ denotan diferencias o efectos altamente significativos (< P 0.0001)

Los valores de la CLso y CLgo sus intervalos de confianza al 95% fueron calculados

a través del método PROBIT (Tabla 8), se observa que los tratamientos de mayor

concentracion letal (CLso Yy CLgo) en inhibicion de eclosion de huevos de H. contortus
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es el tratamiento AT2-1123 comparable al tratamiento AT6 con un valor de 0.4 en

CLso en un rango de 0.2-0.6.

Tabla 8 PROBIT de la inhibicién de eclosion de huevos de H. contortus

Limite Limite Limite Limite
Tratamientos Clsg  inferior superior Clao inferior superior
AT1-1123 6.991 6.275 14.318 177987 79425 641.588
AT2-1123 0.46 0272 0.654 1.782 1.265 2.901
AT3-1123 - - - - - -
AT4-1123 - - - - - -
AT5-1123 - - - - - -
AT6-1123 0-198  0.006 0.587 454 1.811 40671
ATT7-1123 1.679 1.321 2.047 7.525 6.137 9.659
AT8-1123 - - - - - -
AT9-1123 - - - - - -
AT10-1123 - - - - - -

Para el caso de la concentracion letal (CL50 y CL90) en la evaluacion del porcentaje
de mortalidad de larvas de H. contortus (Tabla 9) el tratamiento AT5-1123 fue el de

mayor concentracion letal (CL50) con un valor de 4.4 pg en un rango de 3-5 pg.

Tabla 9 PROBIT de la mortalidad de larvas H. contorus

Limite Limite Limite Limite
Tratamientos Clso  inferior  superior CLlao inferior  superior
AT1-1123 9.588 8.335 11.472 43559 29534 83.385
AT2-1123 8.991 6.275 14.318 177.987 79425 641.588
AT3-1123 9.124 5.700 17.142 602639 179145 5250.561
AT4-1123 8.405 5927 13.817 33.117 17.841 305.553
AT5-1123 4 468 3.912 5.019 18.232 14.816 24.285
AT6-1123 5.190 4.449 5.942 25.088 19.071 37.757
ATT-1123 - - - - - -
ATB-1123 66.071 36.783 189.374 4545087 931596 122420626
AT9-1123 7.520 6.072 9.716 34163 21778 78197
AT10-1123 5714 4148 7.584 35045  21.417 102.168
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Con base a los resultados de los tratamientos con mayor actividad antihelmintica,
se muestra los resultados en cuestion de los rangos normales bromatoldgicos:
Materia seca mayor del 90%, proteina cruda no mas del 10%, fibra cruda 20-50%,
cenizas menor del 5% (Tabla 10). Esto da como resultado un futuro prometedor

para un producto nutracéutico (Ventura-Cordero et al., 2017).

Tabla 10. Analisis bromatologico de los extractos de sustrato degradado de P.
ostreatus

ID Porcentajes
MS PC CEN FC EE
AT6-1123 91.87 8.05 7.33 43.82 0.71
AT5-1123 91.99 7.80 5.20 37.34 0.42
AT8-1123 93.85 4.14 2.20 30.28 0.0
Materia seca (MS), proteina cruda (PC), ceniza (CEN) fibra cruda (FC) extracto etéreo
(EE)
13. Discusion

Los extractos crudos de P. ostreatus han sido evaluados previamente contra huevos
del nematodo parasito H. contortus (Jasso-Diaz et al., 2014). Li y Ziang. (2014)
notifico 23 metabolitos secundarios con actividad nematicida en el hongo
comestible P. ostreatus, de igual manera algunas proteasas, acidos grasos, alcaloides,
compuestos peptidicos, terpenos, taninos condensados y compuestos fenolicos (Li
etal., 2007; Ganeshpurkar et al., 2012; André-Genier et al., 2015; Pineda-Alegria et

al., 2020). De la misma manera el trabajo de Pineda-Alegria et al (2020) evaluaron
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la mezcla de cuatro acidos grasos y un B-sitosterol comerciales contra larvas L3 de
Haemonchus contortus sin vaina, donde la incubacion de huevos de H. contortus en
moléculas puras mostré un rango de inhibicion del 25 % al 100 %; Asi mismo, las
diferentes combinaciones mostraron un rango de inhibicion que va del 56 % al
100%.

Arteaga et al., (2020) determinon el potencial nematicida y nematostatico in vitro del
micelio en agar agua y del filtrado del caldo de cultivo de Pleurotus ostreatus en medio
Sabouraud sobre larvas J2 de Globodera pallida. Dando como resultado un efecto
nematicida del filtrado a una concentracion del 100 % y 24 horas de exposicion,
fue la mas efectiva, con una tasa de mortalidad de larvas del 41,6 %.

Comans-Pérez et al., (2021) evaluaron varias cepas de tres géneros de Pleurotus,
entre esas cepas se encontraba una cepa de P. ostreatus, esto con la finalidad de
determinar la actividad nematicida del micelio contra la larva L3 de H. contortus.
Como resultado, la cepa que mostro mayor actividad fue P. ostreatus con un 81.6%

de mortalidad.

En este trabajo se evaluaron 10 extractos crudos de sustrato degradado en contra
de huevos y larvas en estadio infectante del nematodo H. contortus. Donde se
realizaron cinco repeticiones a seis concentraciones con exposicion de 48 h contra
huevos, a diferencia de las 72 h contra larvas infectantes. Los resultados obtenidos
muestran que todos los tratamientos tienen una actividad nematicida. ElI mayor
porcentaje obtenido fue en inhibicion de eclosion de huevos, esto sugiere que la
utilizacion del sustrato degradado tiene un mayor efecto contra estadio tempranos
de H. contortus. Esto con base a otro estudio de Valdez-Uriostegui (2015), donde

se evaluaron los extractos de cuerpos fructiferos, micelio y sustrato agotado del
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hongo P. ostreatus contra de larvas y huevos de H. contortus. Los resultados
mostraron que los extractos obtenidos de los cuerpos fructiferos y del micelio
presentan un porcentaje de mortalidad de 82.7% y 96.8%, respectivamente, a las
72 h, a una concentracion de 240 mg/mL, mientras que el extracto de sustrato
agotado no presento actividad significativa en contra de larvas L. Por otra parte, l0s
extractos de micelio evaluados contra huevos presentaron un porcentaje de
inhibicion de 90%-100% en todas las concentraciones evaluadas, a las 48 hy 72 h.
Con respecto al extracto de sustrato agotado, se reportdé 100% de inhibicion de la

eclosion, a las 72 h, a 3.2 mg/mL.

Con la referencia de los insumos y composicion de las mezclas del sustrato
degradado los tratamientos con mayor porcentaje de mortalidad de larvas e
inhibicion de eclosion de huevos son los que poseen un mayor porcentaje (>20)
de Coffea canephora y los de menor actividad antihelmintica fueron los que poseen

menor porcentaje (<20).

Existen reportes que el extracto hidroalcoholico de pulpa de cafe presenta
actividad antihelmintica debido a un grupo de compuestos de naturaleza fendlica
(L6pez-Rodriguez, 2020).

El analisis bromatoldgico propuesto demostrd ser Gtil para la evaluacion integral
del potencial nutracéutico de los tratamientos con mayor actividad antihelmintica
ya que aparte de demostrar ser un alternativa para el control de nematodos,
también se demostro que pueden ser comestibles y con alto valor nutricional para

en un futuro hacer un estudio in vivo.
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14. Conclusion

Existen diversos estudios sobre la actividad nematicida del hongo comestible P.
ostreatus entre ellos hablan sobre la utilizacion del sustrato degradado el cual
normalmente se desecha. Este estudio demostr6 una forma de utilizar al sustrato
degradado de una forma productiva ya que esté posee un efecto nematicida contra
larvas L3 y huevos de H. contortus, este efecto habia sido previamente reportado en
diferentes estudios pero a diferencia de otros estudios, el porcentaje de la
composicion de la mezcla de los tratamientos (pulpa de café) demostré un
Impacto significativo en los resultados de las 10 mezclas evaluadas. En el presente
trabajo se identificaron 2 tratamientos con una alto porcentaje de mortalidad de
larvas e inhibicidn de eclosion de huevos.

El analisis bromatoldgico propuesto demostré ser Gtil para la evaluacion integral del
potencial nutracéutico de los tratamientos con mayor actividad antihelmintica ya
que aparte de demostrar ser un alternativa para el control de nematodos, tambien
se demostro que pueden ser comestibles y con alto valor nutricional para en un
futuro hacer un estudio in vivo.

Los resultados exitosos podrian convertir al sustrato degradado de P. ostreatus
como una fuente potencial de metabolitos y un método alternativo para el
biocontrol de H. contortus en el area pecuaria.
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