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RESUMEN

En las parasitosis en ovinos ocasionadas por Haemonchus contortus, representa del
80-90%, el sustrato degradado (SD) de Pleurotus spp. ha demostrado actividad
nematicida (AN) por lo que se ha reportado como estrategia de control. El
objetivo fue evaluar el porcentaje de mortalidad de larvas L; (%ML,;) de H.
contortus de dos extractos organicos (T2 y T5) de SD de P. djamor e identificar
compuestos con AN mediante CG-EM. Todos los extractos se obtuvieron bajo
las mismas condiciones [T2; T5 y SD de P. djamor (SDPd)], extractos etandlicos
(EE) y por biparticién, las fracciones de hexano (H), acetato de etilo (AE),
butanol (B) y acuosa (A), y sometieron a una confrontacién 7 vitro (100 Ly de H.
contortus por pozo) e Ivermectina como control positivo para calcular el %ML, de
H. contortus. Se fraccion6 mediante cromatografia en columna y las que
presentaron mayor AN se analizaron por CG-EM. La fraccion A de T2 del SDPd
y del SEsm mostré el mayor rendimiento (12.3 gy 16.34 g, respectivamente); en
T5 (SDPd) fue con AE (6.96 g) y el SEsm con H (7.31 g). El SDPd presento
%ML, del 28.25-90.25% (T12) y 41.75-79.50% (T’5); mientras que en el SEsm, en
T2 fue del 64.25-90.75% y del 43.50-71.0% en T5 (p<0.05). Las fracciones de H
y AE de SDPd y SEsm, de T2 y T5, mostraron los mayores %ML, de H. contortus.
Sin embargo, la fraccion de AE-T2 del SDPd mostré la AN mas alta
(95.50£2.08) asf como en el SEsm (92.2512.21); al aumentar la concentracion el
%ML, se incrementé de 59.08%1.37-89.41+£4.35% (SDPd) y de 46.83%2.03-
96.91£3.0% (SEsm); a 20 mg mL', el SEsmT2-AE mostré6 mayor AN que el
SDPd. De las reuniones obtenidas por CPF, la “R6” (SDPdT2-AECR) mostro
mayor AN (97£1.88), asi como las “R3” y “R5” del SEsmT2-AECR (96.40£1.57
y 96%1.39, respectivamente). Por CG-EM se identificaron compuestos de
naturaleza fenodlica y acidos grasos, entre otros. Se concluyé que el SDPdT2-AE

asi como el SEsm a base de pulpa de café podria representar alternativas

sustentables para el control de NGI en ovinos.



ABSTRACT

Parasitosis in sheep caused by Haemonchus contortus represents 80-90% of the
cases. Currently, it has been reported that the degraded substrate (DS) of Pleurotus
spp. presents nematicidal activity (NA), making it an alternative for control. The
objective was to evaluate the percentage of mortality of 1.3 larvae (%0ML3) of H.
contortus from two organic extracts (T2 and T5) of DS of P. djamor and to identify
compounds with NA by GC-MS. All extracts were obtained under the same
conditions [T2; T5 and SD of P. djamor (SDPd)], ethanolic extracts (EE) and by
bipartition, the hexane (H), ethyl acetate (EA), butanol (B) and aqueous (A)
fractions were subjected to an in vitro confrontation (100 L3 of H. contortus per
well) and Ivermectin as a positive control to calculate the %ML3 of H. contortus.
It was fractionated by column chromatography, and GC-MS analysed the
tractions with the highest AN. Fraction A of T2 of SDPd and SEsm showed the
highest yield (12.3 g and 16.34 g, respectively); in T5 (SDPd) it was with EA (6.96
2) and SEsm with H (7.31 g). The SDPd presented %ML3 of 28.25-90.25% (T2)
and 41.75-79.50% (T5); while in the SEsm, it was 64.25-90.75% at T2 and 43.50-
71.0% at T5 (p<<0.05). The H and AE fractions of SDPd and SEsm, from T2 and
T5, showed the highest %ML3 of H. contortus. However, the AE-T2 fraction of
SDPd showed the highest NA (95.50%+2.08), as did the SEsm (92.25+2.21); with
increasing concentration, the %ML3 increased from 59.08+1.37-89.41+£4.35%
(SDPd) and 46.83%£2.03-96.91£3.0% (SEsm); at 20 mg mlL-1, the SEsmT2-AE
showed higher NA than the SDPd. Of the bonds obtained by CPF, “R6”
(SDPdT2-AECR) showed higher NA (97%+1.88), as did “R3” and “R5” of the
SEsmT2-AECR (96.401+1.57 and 96%1.39, respectively). By GC-MS, compounds
of phenolic nature and fatty acids, among others, were identified. It was
concluded that SDPdT2-AE and coffee pulp-based SEsm could represent
sustainable alternatives for the control of NGI in sheep.



1. INTRODUCCION

Los sistemas de produccién en ovinos se basan en su mayoria en modelos
"extensivos", es decir, pastoreo en areas abiertas (Alunda ez 4/, 2013) lo que
favorece enfermedades parasitarias, las cuales son una de las causas de baja
productividad en el ganado ovino y de causar mortalidades entre 20-50% en
regiones principalmente templadas-calidas, tropicales y subtropicales del mundo
(Waller y Emery ef al, 2016; Rinaldi ef 4/, 2015). Las parasitosis en pequefios
rumiantes son ocasionadas por nematodos gastrointestinales (NGI), entre los
cuales, el nematodo hematéfago del abomaso Haemonchus contortus, representa del
80-90% (Cepeda-Martinez, 2017; Besier et al., 2016a; Medina et al., 2014). En
México, el impacto econémico derivado del parasitismo por NGI es de alrededor
de $ 35 000 000 000 (Treinta y cinco mil millones de pesos) por afio (FAO 2020).
Los métodos tradicionales de control de NGI consiste en antihelminticos (AH)
quimicos; sin embargo, el uso irracional e inapropiado de estos productos ha
generado problemas de resistencia antihelmintica (RA) (Reyes-Guerrero et al.,
2021), aunado a los efectos téxicos residuales en la poblacién y el medio
ambiente (Lopez-Rodriguez ef al, 2022). Ante esta situacion, se han planteado
diferentes estrategias de control a partir de extractos de plantas medicinales
(Rodriguez-Goémez, 2016; Torres-Acosta ef al, 2021), manejo de pastoreo,
control biolégico (Quintero-Elena e# al, 2022), vacunas como “Barbervax”
derivada de antigenos de superficie del recubrimiento del intestino de nematodos
(Reyes-Guerrero e al., 2021), inmunizacién con larvas y agujas de cobre (Medina
et al, 2014). En este sentido, existen estudios que demuestran que hongos
comestibles del género Pleurotus, poseen actividad nematicida (AN) y cestocida
(Aguilar-Marcelino ez al., 2017); al respecto, Li y Zhang, (2014) reportaron 23
especies de Pleurotus con AN, relacionando dicha actividad con diversos

metabolitos secundarios; particularmente, 84 que se han aislados de dicho género



a partir de micelio, basidiomas y sustrato degradado (SD) (Rodriguez-Barrera ez
al., 2021). Otros autores mencionan que son alrededor de 200 compuestos
toxicos con AN que han sido encontrados en los hongos (Salmones e# a/., 2020).
El crecimiento de Pleurotus spp. se produce en sustratos lignocelulésicos de
desechos agroindustriales como paja, aserrin, bagazo, residuos de café (Cyffea
arabica 1..) y cascara de semilla de algodon (Gossypiun: sp.) (Sanchez, 2010; Nieto y
Chegwin, 2010). Durante la degradacién del sustrato y después de la obtencion
de la primera y segunda cosecha de basidiomas, se genera un subproducto
organico llamado sustrato degradado de Plenrotus (SDP) que consiste en micelio,
tingico, enzimas extracelulares, polisacaridos y biomasa lignocelulosica residual
(Diamantopoulou y Philippoussis, 2015; Zhang ez al., 2016). En P. djamor existen
datos de produccion de la primera cosecha de basidiomas a partir de la segunda
semana de incubacién, debido a que presenta ciclos de cultivo mas cortos en
comparaciéon con otras especies comerciales de Pleurotus (Salmones, 2017). Los
hongos comestibles han adquirido gran importancia, no solo para consumo
humano, sino por sus efectos terapéuticos y de salud funcional-nutricional (Cano-
Estrada y Romero-Bautista, 2016); ademas se han propuesto como una
alternativa para el control de NGI; por ejemplo, algunos extractos de
basidiomicetos se han evaluado 7 vitro con AN como Agaricus blazei, P. djamor, P.
ostreatus, P. eryngii y Lentinula edodes, dicha actividad se ha relacionado con la
presencia de metabolitos como 4acidos grasos, taninos, terpenos y compuestos
fendlicos (Colmenares-Cruz ef al., 2021). El objetivo del presente trabajo fue
evaluar el porcentaje de mortalidad de larvas L; de H. contortus de dos extractos
organicos (T2 y T5) de SD de P. djamor'y comparar el efecto nematicida de los
SD con los sustratos sin hongo, e identificar los compuestos con actividad
nematicida, tanto en el SD como en el sustrato sin hongo mediante CG-EM, asi

como estimar la concentracion efectiva (CE) mediante un analisis PROBIT.



2. MARCO TEORICO

2.1 Hemoncosis en ovinos

La hemoncosis en ovino es causada por el nematodo parasito Haenonchus contortus
(Besier ez al., 2016a), uno de los NGI de mayor patogenicidad en la ovinocultura
debido a sus habitos de hematofagia, alta prolificidad y amplia distribuciéon en
regiones templadas-calidas, tropicales y subtropicales del mundo (Selemon, 2018;
Rodriguez-Vivas ez al., 2017; Emery ez al., 2016; Besier ez al., 2016b); este parasito,
también es el causante de las mayores pérdidas econémicas en ovinos por lo que
reduce su rentabilidad (Zapata ez al., 2016; Partida ez al., 2013; Soca et al., 2005).
La enfermedad de hemoncosis se clasifica como hiper aguda, aguda o cronica
(Cardona et al., 2017; Rodriguez-Goémez, 2016) y provoca pérdida masiva de
sangre y peso, gastritis hemorragica, falta de apetito, disminucioén de la condicion
corporal, anemia, debilidad, anorexia, edemas de regiones bajas del cuerpo,
diarrea, baja producciéon de leche, susceptibilidad a otras enfermedades y la
muerte repentina en animales jévenes infectados, la cual puede ocurrir de 4-6
semanas post-infeccion (Saccareau ef al, 2017; Cardona ez al., 2017; Besier et al.,
2016a). La infeccién comienza cuando los ovinos ingieren larvas infectantes (L)
de NGI presentes en el pasto (Kumarasingha e a/., 2016; Balic ef al., 2002). La
fase hiper aguda por NGI, por ejemplo, puede ocurrir en la primera semana de
infecciéon con la muerte del animal sin la presencia de sintomas aparentes
(Cepeda-Martinez, 2017). Los NGI como H. contortus son endoparasitos de
cuerpo no segmentado, cilindrico, simétrico, alargado, delgado, cubiertos por una
cuticula compuesta por quitina y de proyecciéon convergente en ambos extremos
(Byron et al., 2018; Widiarso-Purwo e al., 2018; Lépez et al., 2013). Entre el
huevo y el adulto, los nematodos pasan por cuatro estadios de larvas juveniles
(L, L,, Ly y L,) y una etapa pre-adulta (L;) hasta llegar a ser nematodos adultos

(NA). La infecciéon comienza cuando los ovinos ingieren L; de nematodos



presentes en el pasto, el cual provee estos parasitos y las condiciones de humedad
Optimas para su crecimiento y sobrevivencia (Kumarasingha ¢f a/., 2016). Cuando
la L; llega a los tejidos y muda al estadio L, (hematdfago), se producen dafios
histolégicos en el abomaso (estomago verdadero) de los rumiantes; la anemia
producida por la pérdida de sangre, se detecta por la caida de células aglomeradas
(10-12 dfas después de la infeccién) y la disminucion de la reserva de hierro;
también se produce pérdida de proteinas y disminucién en la capacidad de
absorcion de alimentos (Monjurul, 2019; Rivero e al, 2019; Leyva-Mendivil,
2013; Gonzalez-Gardufio ef al., 2011); después de 10 a 12 dias de la infeccion, el
habito hematéfago del parasito le lleva a consumir al de 0.05-0.08 mL de sangre
en un dia (Cardona e# al., 2017; Angulo-Cubillan ez a/., 2007); un ovino infectado
con 10 000 larvas, puede presentar en 11 dias, pérdidas de sangre de 30-50 mL
(Besier et al., 2016a; Angulo-Cubillan e al., 2007). Se ha estimado que cerca del
10% del volumen sanguineo diario es consumido por H. contortus (Rodriguez-
Vargas, 20006), ademas de lo que se pierde al sangrar la herida (Rodriguez-Gomez,
20106). La gravedad de la enfermedad en el huésped esta estrechamente unida por
la cantidad de larvas de H. contortus, 1a pérdida de sangre y larvas adultas. Estudios
han demostrado que H. contortus, a diferencia de otros NGI, se destaca por su
gran patogenicidad y capacidad de resistir a todos los AH quimicos probados en

laboratorio (Sangster ez al., 2018; Harder, 2016; Kotze y Prichard, 2016).
2.2. Aspecto morfolégico de H. contortus

En la Figura 1 se muestran aspectos morfologicos de las larvas L;, L, y L; de H.
contortus. De la eclosion del huevo sale la larva L;; los huevos tienen forma ovoide
(ovalada), son incoloros y estan rodeados por una sustancia hialina, presentan
poros desiguales en el cascarén, la cubierta es fina y lisa, con extremos de
curvaturas y polos dispares de tipo estrongilado; cuando los huevos son

eliminados en las heces del hospedero contienen una moérula con segmentos o



muchos blastobmeros que ocupa casi toda la yema (el interior). El tamafio
promedio de un huevo es de 70-100 um de longitud y de 45-60 um de ancho
(Yang et al., 2017; Taylor et al, 2015; Wyk y Mayhew 2013). Las larvas L,
eclosionadas varfan en tamafio, con un promedio de 345 um de longitud por 17
um de grosor en la parte del eséfago. Las adaptaciones morfolégicas de la L,
consisten en acortamiento del eséfago, pérdida de espacio intestinal, aparicion de
nucleo celular en las células intestinales, formacién de una nueva epidermis y un
cambio en el tamafio de la larva) hasta que vuelve a la actividad y logra
desprenderse de la epidermis vieja, proceso conocido como ecdisis. La forma del
cuerpo es cilindrica, disminuyendo gradualmente en grosor desde la base del
es6fago hasta la cola (Figura 1); esta forma tipica es una manera de distinguirla
del segundo estadio (L,). La apertura bucal de la L, es de 7 um de didmetro
externo, unida a un eséfago de forma rhabditoide (con presencia de bulbo), con
el cual succiona bacterias y detritus que le sirven de alimento. El eséfago esta
conectado con el intestino, compuesto por ocho células de forma triangular que
llegan hasta el recto (Yang ef al., 2017; Taylor et al., 2015; Wyk y Mayhew 2013;
Veglia, 1916). La L, inicia su etapa desde que sale del primer letargo; su longitud
promedio es de 500 pm y con un didmetro longitudinal uniforme desde el
es6fago hasta la cola. El esofago presenta un bucle, la epidermis exhibe lineas
laterales bien formadas, sombreadas y el extremo de la cola presenta forma de
gancho. Su alimentacién es activa, como en el estadio L, y se alimenta hasta un
segundo periodo de letargo que inicia aproximadamente a las 40 h de la primera
ecdisis; en este segundo letargo se producen cambios morfologicos acompanados
de una segunda ecdisis que dura entre 8-12 h y son dependientes de condiciones
tavorables del medio. Entre la segunda ecdisis y la primera, existe una diferencia
importante, en la segunda no se produce un desprendimiento total de la

epidermis, quedando anclada a la L, en forma de vaina (Yang ef al., 2017; Taylor



et al., 2015; Liébano-Hernandez e al., 2011; Wyk y Mayhew 2013). La cavidad
bucal de 1a L; es ovalada, menor que la de L,. La larva L; mide aproximadamente
734 um; los orificios naturales (boca, ano) de la larva propiamente dicha, estan
encerrados por la "vaina" de la segunda muda que no fue desprendida, pero son
igualmente visibles. La vaina de la L; es semipermeable, compuesta por lipidos,
colageno y quitina, que le brinda soporte y protecciéon contra inclemencias de su
entorno (factores ambientales como frio, calor, radiacién, compuestos quimicos,
etc.) (Taylor et al., 2015). El largo del eséfago de la Ly es de 119-175 micras y
filiforme, sin pronunciada deformacién bulbosa y sin aparato valvular. Las 16
células intestinales dorsales y ventrales son de diferentes formas (triangulares,
rectangulares o pentagonales); en muchos casos a la altura de la cavidad bucal se
observa una placa quitinosa, oscura (Rodriguez-Vivas y Cob-Galera, 2005; Leyva-
Mendivil, 2013).

La terminacién de la cola de las L; es conica, en muchos casos arrugada, que se
adelgaza gradualmente y termina en una prolongacion filamentosa. El largo de la
cola de la vaina larval es de 119-159 micras (Yang e al., 2017; Taylor ef al., 2015;
Rodriguez-Vivas y Cob-Galera, 2005). La L infectante, protegida por la vaina, al
ser ingerida por un hospedero se trasforma en larva I, (hematofaga) sin vaina,
con capsula bucal ausente, y un estilete (diente tipo lanceta) para erosionar la
mucosa del abomaso; el intestino de la L, es de color rojo debido a la sangre con
la que se alimenta, esta coloracion se alterna con el color blanco de los cordones
sexuales enrollados alrededor del tubo digestivo (Dibarrat y Montes de Oca,
2012; Millares, 2010). La I, muda una vez mas para transformarse en L (pre-
adulto) que representa la etapa de desarrollo de 6rganos reproductores para dar
lugar a la etapa adulta; la I; se desarrolla sin mudas posteriores hasta diferenciarse
sexualmente como nematodo adulto (NA). Los NA son largos, los machos

pueden llegar a medir entre 10-20 mm de largo y 0.1-15 mm de ancho, y la



hembra de 18-30 mm de largo y 0.4-0.5 mm de ancho (Yang ¢7 a/., 2017; Emery ez
al., 2016; Kumarasingha e al., 2016; Wyk y Mayhew 2013). Los NA (2-3 cm) son
tacilmente visibles; las hembras muestran un aspecto caracteristico tipo “poste de
peluguere” (por su traduccion del inglés “barber’s pole”), esto debido al contraste
rojo y blanco que se observa entre sus ovarios y el intestino lleno de sangre que
se entrelazan en espiral a lo largo de su cuerpo. El cuerpo anterior posee papilas
cervicales prominentes y la cuticula es lisa. L.a vulva usualmente se encuentra
protegida por una solapa cuticular muy prominente, la cual puede tomar formas
variadas. El nematodo macho, posee una bolsa copuladora muy desarrollada en
dos lobulos laterales simétricos largos y un I6bulo dorsal pequefio asimétrico en
forma de “Y” invertida, posee un par de espiculas de 400-500 pm de longitud,
presentando cada uno un pequefio gancho en su extremidad dorsal caracterizada
por la asimetria del l6bulo dorsal; los l6bulos laterales de la bursa son grandes,

mientras el rayo dorsal es pequefio y asimétrico (Taylor ¢z al., 2015; Romero ef al.,

2001 en Anziani y Fiel, 2015).
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Figura 1. Aspectos morfologicos de las larvas L, L, y L; de H. contortus. Fuente:

Campos y Bautista (1989) en Leyva-Mendjivil, (2013).

2.3 Ciclo biolégico de H. contortus

El ciclo de vida de H. contortus es de 21-28 dias; se divide en dos fases de
desarrollo: una primera fase no parasita (~7 dias) (ex6gena, de vida libre) y en la
cual transcurren los estadios de huevo (en fase morular o previa), L;, L, y L; yuna
fase parasita (~21 dias) o endégena que se inicia con la ingesta de la L; y termina
con el desarrollo de los parasitos, la copula y la produccion de huevos (Figura 2)
(Mendoza-de Gives e7 al., 2009; Vazquez et al., 2004). Los huevos de H. contortus
son fecundados en el estomago del hospedero en hembras adultas del nematodo,
posterior a la copulaciéon con un macho de la especie. Generalmente dentro de las
hembras se pueden encontrar huevos con hasta cuatro blastomeros, mismos que
son ovipositados en el interior del hospedero infectado. Incluso, el desarrollo

embrionario puede continuar hasta una etapa con 11 blastémeros, y en
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casos extremos es posible encontrar huevos en fase morular. Los huevos
practicamente indiferenciables son liberados con las heces; sin embargo, no
suelen estar mas alla de la etapa morular; sugiriendo que el oxigeno es necesario
para la sintesis embrionaria. El huevo sigue su desarrollo en el entorno,
observandose la fase de renacuajo a partir de las 6 h, y las etapas larvales
embrionarias a partir de las 10 h. La alta prevalencia en suelos infestados se debe
a la gran fertilidad de las hembras, que pueden poner entre 5 000 a 10 000 huevos
por dia dentro del hospedero (Soca e# al., 2005; Torres- Acosta e al., 1995; Veglia,
1910).

La liberacién de huevos en las heces fecales (fase pre-parasitica) marca el inicio
de una corta travesia en el ambiente. Dentro del huevo se desarrolla la larva L, y
luego eclosionan en el pasto entre 24-30 h en condiciones 6ptimas (20 °C y 80%
de HR) o favorables (1-2 dfas) dando inicio a la fase de “vida libre” (fuera del
hospedero), con un comportamiento tipo rhabditoide (Emery ez al, 2016;
Kumarasingha ez al, 2016); un periodo de eclosion de 4-8 dias también se ha
reportado (Hernandez, 2011). La L, se alimenta desde la primera hora de haber
eclosionado y lo hace hasta entrar en un estado de letargo dentro de las 10-12 h
posteriores a la eclosion, donde las larvas permanecen inméviles y es comuin
confundirlas con larvas muertas, en este estado se produce la formacién de una
nueva epidermis y un cambio en el tamafo de larva (Veglia, 1916). Después de
dos a tres dfas, la L, se desprende de la epidermis vieja y muda a Ly; las L, y L, se
alimentan de detritus y microorganismos del entorno. Entre el cuarto y séptimo
dia, las larvas L, sufren una segunda muda para transformarse en la fase
infectante (L;) (Rodriguez-Gomez, 2016) la cual mantiene su vaina, lo que le
impide alimentarse del exterior, por lo que se alimenta de sus propias reservas
energéticas de los estadios previos (Rodriguez-Labastida, 2019). La L, tiene la

tacultad de adaptarse a diversas condiciones de humedad, temperatura,
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precipitacion pluvial, luminosidad y tipo de pasto, estos factores se relacionan
con la sobrevivencia de las L; de H. contortus, si alguno de estos factores sufre
variaciones, su poblacion y distribucion puede verse afectada (Mungufa-X6chihua
et al., 2018; Leyva-Mendivil, 2013; Lié¢bano-Hernandez et al, 1998). La L; es
extremadamente moévil a la luz intensa y busca refugio en el nano clima del
subsuelo o en el tallo del follaje; a la luz tenue y en condiciones de humedad,
habitualmente asciende de forma vertical hasta la parte superior de los tallos y
hojas de los pastos, donde suele encontrarse en gotas de rocio durante la mafiana
y la tarde. Este habito favorece la probabilidad de infeccién en los rebafios que
usualmente acostumbran a pastar en condiciones similares (Gonzalez, 2007,
Vazquez et al., 2004; Liébano-Hernandez ez al., 1998). La supervivencia de la L;en
el medio ambiente es de ~21 dias, y su sobrevivencia depende de alojarse en un
hospedero, como los rumiantes, los cuales ingieren pasto conteniendo L,
envainadas (Rodriguez-Labastida, 2019; Rodriguez-Gomez, 2016; Hernandez,
2015), lo cual marca el inicio del ciclo biolégico del parasito. Una vez producida
la infeccion en el rumen, alli pierden su vaina por acciéon del 4cido clorhidrico
(HCI) del tubo digestivo y por un proceso de compuestos no ionizados del
tampon bicarbonato-CO,, CO, no disociado y gaseosos del rumen (Hernandez,
2015), ademas del efecto de enzimas (lipasas, seudocolagenasas y leucina
aminopeptidasa), después llegan al orificio omaso-abomaso de ovejas y cabras
alrededor de 10-20 min una vez ingeridas.

Las L; sin vaina una vez que penetran a las criptas de las glandulas epiteliales
gastricas del abomaso, mudan al estadio L, (hematéfago) y con su lanceta
comienza a erosionar la mucosa abomasal para succionar la sangre del hospedero
y provocar inflamacion, siendo ésta la primera etapa de alimentacioén de sangre, la
cual contiene glucosa, aminoacidos, vitaminas y otros nutrientes, que pueden ser

tacilmente absorbidos a través de la cuticula del nematodo (Taylor ez a/., 2016;

12



Emery e al. 2016; Kumarasingha ez al., 2016). Aqui, las L, permanecen entre 10-

14 dias, en este periodo se puede desarrollar un fenémeno conocido como
“hipobiosis” o desarrollo inhibido para regular su poblacién, es un fenémeno que
se define como la inhibicién 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 (Mungufa-X6chihua ef af., 2018; Vazquez, 2000; Soca e al.,
2005); de no ser asi, después de 4-5 dias de alimentarse y crecer en la mucosa
abomasal, las L, emergen a la luz (lumen) en la superficie de la mucosa hasta
convertirse en larvas L; o pre-adultas (dos o tres semanas) las cuales también
succionan sangre (Emery ez al, 2016; Kumarasingha ef a/., 2016). El parasito pre-
adulto (L;) se desarrolla sin mudas posteriores hasta diferenciarse sexualmente
como NA con madurez sexual y capacidad de reproducirse como macho (10-20
mm) y hembra (18-30 mm) (Taylor ez a/., 2016). Los NA de 2-3 cm de longitud
(formas sexuales) copulan dando paso a la fecundacion y huevos en el abomaso
del huésped infectado; posteriormente, los huevos son expulsados junto con las
heces del huésped (Taylor ¢z al., 2016; Kumarasingha ez al., 2016; Leyva-Mendivil,

2013). Tras la produccion de huevos (fase de huevo), es como se cierra el ciclo.

13



/-,.'_ L4 L5

T A
3

Figura 2. Ciclo biolégico de H. contortus en ovinos. L. = Larvas; L;-L;= Larvas
juveniles de vida libre; L, -L; (pre-adultas) = Larvas parasitas. Fuente: propiedad

de la autora del presente estudio.

2.4 Control tradicional de H. contortus

En general, para el control de los NGI se han utilizado antihelminticos (AH)
quimicos de amplio espectro y facilidad de uso (Antonio-Irineo ez al., 2021). Los
productos AH mas utilizados para el control de H. contortus son benzimidazoles,
imidazotiazoles y lactonas macrociclicas (LM) (Hernandez-Bolio ¢z a/., 2017). En
el Cuadro 1 se muestran AH quimicos de amplio y corto espectro para el control
de nematodos en rumiantes. Algunos se absorben a través de la cuticula del
nematodo como el levamisol y LM, mientras que otros lo hacen a través del tubo
digestivo (benzimidazoles, morantel y pirantel) (Mehlhorn, 2008). Los rumiantes

una vez tratados con AH quimicos deben ser trasladados a praderas en las que no
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hayan pastado recientemente o bien con pasturas limpias (Cepeda-Martinez,
2017). Sin embargo, la estrategia de control tradicional ha perdido eficacia debido
a la frecuencia de administracién, errores en la dosificacion, eleccion incorrecta

del farmaco y rapida reinfeccion, lo que ha provocado el problema de resistencia

antihelmintica (RA) (Medina ez al., 2014).

Cuadro 1. Antihelminticos de amplio y corto espectro para el control de
nematodos en rumiantes.

Amplio espectro

Mecanismo de accién Principio activo Familia farmacolégica

Fijadores de tubulina Benzimidazoles Camberidazol, Oxfendazol,
Flubendazol, Mebendazol,
Albendazol, Thiabendazol,
Fenbendazol, Parbendazol,
Luxabendazol, Triclabendazol.

Probenzimidazoles Febantel, Thlofanato,
Netobimin
Bloqueadores Imidazotiazoles Tetramisol, Levamisol,
ganglionares
Tetrahidropirimidinas Morantel, Pirantel
Potenciadores GABA
Doramectina Avermectinas Ivermectina, Abamectina
Milbemicinas Moxidectin
Corto espectro
Mecanismo de acciéon  Principio activo Familia farmacoldégica
Desacopladores de la Salicilanilidas Cloxanida, Oxiclosanida.
fosforilacion oxidativa Rafoxanide, Closantel
Sustitutos Nitroxinil
Nitrofenilicos Disofenol
Antagonistas de Organofosforados Triclorfom. Haloxon,
acetilcolinesterasa Naftalofos, Diclorvos

Fuente: Harder, (2010).
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2.5 Resistencia antihelmintica de los NGI

La resistencia antihelmintica (RA) se refiere a la disminucion en la susceptibilidad
de los parasitos ante una dosis de una droga que eliminaria la mayor parte de los
parasitos (Mphahlele ez /., 2019). La resistencia surge como el resultado de una
mutacion a través de la repeticiéon de exposicion a la presencia de AH quimicos,
confiriéndole la resistencia de caracter genético y heredable de la sensibilidad de
una poblacion de parasitos a la accion del AH (Lopez Arellano ef al., 2010). Los
tactores que determinan la RA se pueden clasificar en: 1) factores externos que
dependen del mecanismo de accién de los AH, el grado de eficacia, frecuencia de
los tratamientos, dosis, rotaciones y forma de manejo de los animales, y 2)
factores internos que dependen especificamente de los NGI como las
caracteristicas genéticas (heredabilidad, dominancia, nivel de resistencia y
habilidad biologica relativa); ademas de caracteristicas bioldgicas (potencial
biol6gico (reproductivo), intervalo entre generaciones, estadio expuesto a la
droga y la proporcion de la poblacion en refugio (Torres-Vasquez ez al., 2007). La
RA también ha sido asociada a polimorfismos o mutaciones genéticas en una de
las moléculas diana de los parasitos, dando como resultado que los mecanismos
de toxicidad de los AH quimicos no estén funcionando de forma adecuada

(Encalada-Mena et al., 2014; Areskog et al., 2014; Dzhafarov ez al., 2016).
2.6 Mecanismos de accion de antihelminticos quimicos

Los AH quimicos pueden actuar sobre los neurotransmisores inhibidores (INI) de
los nematodos, como los acidos g-butirico o gama aminobutirico (GABA) y el
glutamato (Glu) que son los principales NI que activan los canales de CI, lo que
hace que los impulsos nerviosos se interrumpan y provoquen paralisis y muerte
del parasito (Joyner, 2010). Cualquier perturbacién de uno de estos receptores
por los AH quimicos conduce a un deterioro de una o mas actividades

fisiologicas de los nematodos y, por lo tanto, a la muerte de los respectivos
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parasitos. Uno de los AH quimicos que actia sobre los NI es la IVM del grupo
de las lactonas macrociclicas (LM) que causan paralisis de los muasculos somaticos
y faringeos en los nematodos, al estimular el sistema inhibidor de actividades
funcionales no vitales (Joyner, 2010); para rumiantes se ha reportado una
dosificacion de 200 pg por Kg de peso de IVM, su valor maximo en plasma se
alcanza en un lapso promedio de 4 a 10 h, y su vida media es de 36 h en promedio
(Ramirez-Correa, 2014). En H. contortus se han identificado cinco subunidades de
NI (GluCl, HcGluCla, HcGluClb, HcGluCla3A y HcGluCla3B). Los GluCl estan
ampliamente distribuidos en el sistema nervioso de H. contortus, lo que sugiere
tunciones criticas en el control de la locomocion, funcién faringea, alimentacion,
puesta de huevos y posiblemente procesamiento sensorial en nematodos
parasitos. Las LM (incluidos IVM, Avermectina, Abamectina, Eprinomectina,
Doramectina, Moxidectina, Milbemicina Oxima y Selamectina) en los nematodos,
activan los canales aniénicos, inhibiendo la transmisiéon neuronal y la contraccion
muscular (Joyner, 2010; Harder, 2016) ocasionandoles paralisis en los musculos
somaticos y faringeos (Portillo ez al, 2003). El GluCl, también se localiza en
células musculares somaticas de la faringe y utero, y en sus neuronas asociadas. De
tal manera que, cuando estos farmacos se unen a los receptores, la permeabilidad
de la membrana al Cl aumenta, originando una hiperpolarizaciéon de la membrana
en las células musculates y/o neuronales; afectando en consecuencia, la capacidad
de alimentaciéon y fecundidad del parasito. Las IVM son bastante eficaces contra

los estados larvarios y maduros de NGI. En la Figura 3 se muestra la estructura

quimica de la IVM.
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Figura 3. Estructura quimica de la Ivermectina. Fuente: San Andrés, 2007 en

Ramirez-Correa, 2014.

La Ivermectina fue aprobada en 1997 por la FDA y esta siendo usada en 90
paises; es efectiva contra 183 especies de nematodos y 129 especies de insectos y
acaros. Su mecanismo de accién contra los nematodos susceptibles depende de su
efecto sobre los canales de iones en la membrana celular (Joyner, 2010).

Existen otros farmacos que alteran la funcién microtubular de las células de los
nematodos y son llamados inhibidores microtubulares (IMT), como los
compuestos benzimidazolicos (Gregorio-Illescas, 2019). La accion AH del
Albendazol (100% de eliminacién de huevos y fases adultas de H. contortus), se
debe a que inhibe la sintesis de los microtubulos y altera irreversiblemente la
captacion de la glucosa, lo que da como resultado que el parasito se inmovilice o
muera con lentitud por la falta de energia (Katzung, 2007 en Moreno Garcia,
2013). Se ha demostrado que, en los nematodos, los microtibulos estin
involucrados en una variedad de funciones fisiolégicas como: puesta y eclosion
de huevos, desarrollo de larvas, transporte de sustratos, secrecion y actividad

enzimatica (Rew y Fetterer, 1986). Estos organelos forman parte del citoesqueleto
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de células eucariotas teniendo gran relevancia en la homeostasis celular, debido a
que estan implicados en numerosas funciones como la formacién del huso
mitético y transporte intracelular de nutrientes (Harder, 2016). Este proceso
puede verse afectado por los IMT los cuales se unen competitiva y pseudo
irreversiblemente a la o-tubulina por el extremo positivo (+) inhibiendo la
elongacion del microtibulo que, unido a la despolimerizacion del otro extremo, se
induce un acortamiento de estos organelos hasta su deterioro completo y, por
tanto, pérdida de la homeostasis celular (Gregorio-Illescas, 2019). Los
microtibulos estan compuestos por 13 protofilamentos ensamblados alrededor de
un nucleo hueco, formados por la polimerizacion de la tubulina, una proteina
dimérica con dos subunidades denominadas o-tubulina y B-tubulina (Figura 4)

(Harder, 2016). En el cuadro 1, se muestran AH quimicos de amplio y corto

espectro para el control de nematodos en rumiantes.
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Figura 4. Componentes de un microtibulo celular.

Fuente: https://www.studocu.com/es-mx/document/universidad-autonoma-
de-zacatecas/farmacologia/antihelminticos-resumen-farmacologia-

humana/6120366
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La presencia de residuos de AH quimicos esta adquiriendo extrema importancia
econbémica, como lo demuestra la reduccion observada recientemente en la
exportacion de carnes termoprocesadas de nuestro pafs a los E.E.U.U., como
resultado de la deteccion de residuos de IVM en embarques a tal destino (Anziani
y Fiel, 2015). La IVM se encuentra dentro de los medicamentos no aprobados en
vacas lecheras, porque se pueden encontrar residuos en la leche por tiempo
prolongado; y aunque se encuentren por debajo de los limites maximos que
afectan al hombre, no se autoriza en hembras lactantes; se sabe que la IVM posee
afinidad por el tejido adiposo que actia como deposito del farmaco. Se ha
reportado que Brasil es el mayor exportador mundial de carne bovina; en el 2014,
las autoridades sanitarias de ese pafs, prohibié la produccién, importacion,
comercializacién y uso de todas las drogas consideradas como LM (Aparicio-

Medina et al, 2011; Anziani y Fiel, 2015).
2.7. Hongos comestibles como alternativa de control de NGI

Con respecto a hongos comestibles, Pleurotus spp. ha demostrado alto potencial
nematicida; los compuestos responsables de dicha actividad se han reportado de
extractos del hongo o bien del sustrato donde se hacen crecer los hongos
(Pineda-Alegtia et al., 2017; Aguilar-Marcelino, 2018; Cuevas-Padilla ef a/., 2018;
Sanchez-Salgado e7 al., 2021). El primer compuesto nematicida aislado del género
Plenrotus tue el acido trans-2-decenedioico (Kwok ez al, 1992) obtenido de P.
ostreatus, otros bioactivos nematicidas de este hongo son el perdxido de acido
linoleico (Satou ez al., 2008), y proteasas (André-Genier e al., 2015).

En cuanto a la toxina identificada como 4cido trans-2-decenedioico (NRL 3526)
de P. ostreatus se encontré que inmovilizo el 95% de nematodos Panagrellus
redivivus (Aldaz-Merchan, 2018). Otros estudios han notificado una nematotoxina
de P. ostreatus llamada ostreanina que ataca a los nematodos provocando su

muerte; ademas de producir bioproductos como: enzimas, proteinas, péptidos y
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metabolitos secundarios para autodefensa (Sanchez-Salgado ez al, 2021,
Rodriguez-Barrera, 2021). Algunos de los hongos donde se ha evaluado la
actividad contra nematodos, son: P. ostreatus, P. sajor-caju y P. eryngiz (Heydati et al.,
20006; Comans-Pérez et al., 2021); se han notificado alrededor de 200 compuestos
toxicos en los hongos con AN, y hasta el 2014, 23 especies del género Pleurotus
spp. se reportaron con dicha actividad; al parecer un rasgo caracteristico del
género (Salmones ¢ al., 2020; Cruz-Arévalo, 2017). Especies como P. ostreatusy P.
eryngii se han reportado con AN (in vitro) contra la fase L; de H. contortus con
97.2% vy 98.1%, respectivamente (Salmones ¢f al., 2020). En el Cuadro 2 se
muestran algunos de los compuestos bioactivos de algunas especies de Pleurotus

con AN.

Cuadro 2. Compuestos bioactivos en especies de Plurotus con actividad

nematicida.
Especies de Nematodo Etapa Molécula bioactiva
hongos
P. ostreatus Panagrellus sp. Larva  Acido trans-2-decenedioico.
P. pulmonarius Caenorhabditis Larva  Acido S-coriolic (1), 4cido linoleico
elegans (2), p-anisaldehido (3), alcohol p-
anisil ~ (4), 1-(4-metoxifenil)-1,2-
propanodiol (5) y 2- hidroxi-(4'-
metoxi)- propiofenona ().
P. diamor H. contortus Larvay Acido  pentadecanoico,  acido
huevo  palmitico, B-sitosterol, acido
estearico y acido linoleico.
P. ostreatus H. contortus Larvay  Xilitol, acido hexadecanoico, acido
huevo  octadecanoico, etanol 2-butoxi
fosfato y un azucar xilitol.
P. djamor H. contortus Larvay  Fraccion E1: acidos @)
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huevo pentadecanoico, (ii) hexadecanoico,
(i)  octadecadienoico y  (iv)
octadecanoico 'y un  terpeno
identificado como {-sitosterol.

P. eryngii H. contortus Huevoy  Fraccién E5: trehalosa, polioles (L-
larva iditol, galactitol, D-manitol, D-

glucitol, y mioinositol), acido

adipico, acido estearico, escualeno,

y B-sitosterol.

Fuente: Castafieda-Ramirez e a/. (2020).

En un estudio biodirigido se evalué el extracto hidroalcohdlico (EHA) de
fructificaciones de P. djamor contra 1., de H. contortus. En otro, la mayor AN
observada fue contra los huevos de H. contortus observando hasta un 100% de
inhibicién en la fracciéon E1 a 10 mg mI! después de 72 h. Los compuestos
presentes en la fracciéon El fueron cuatro acidos grasos: (i) pentadecanoico, (ii)
hexadecanoico, (iif) octadecadienoico, (iv) octadecanoico, y un terpeno
identificado como B-sitosterol (Pineda-Alegtia e al., 2017).

Diversos estudios zz vitro (2014-2023) se han reportado contra nematodos
parasitos de animales y plantas mostrando diferente AN sobre huevos y larvas de
H. contortus; dicha actividad se ha atribuido a compuestos quimicos como toxinas
y acidos grasos presentes en micelio, basidiomas y sustrato degradado (SD) de los
hongos (Aguilar-Marcelino ez al, 2024). También ha surgido la pregunta: de que,
si antes de que los insumos lighoceluldsicos estén expuestos al hongo, stendran
actividad AH? (Martinez-Miranda, 2014). Se ha demostrado que la AN se ve
tavorecida por la sinergia entre moléculas contra H. contortus, esto al comparar las
actividades de moléculas comerciales (acido pentadecanoico, acido palmitico, §3-
sitosterol, acido estearico y acido linoleico) y sus combinaciones contra H.

contortus (Klongsiriwet e al., 2015). Diaz-Rodriguez en el 2015, utilizando cinco
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mezclas de SD de P. djamor, reportéd efecto nematicida entre 0 y 47% a una
concentracion de 20 mg mL"'. En el ano 2016, un estudio realizado con 10
mezclas de SD de Digitaria eriantha Steud, Zea mays 'y Coffea canephora, demostrod
que los EHA de pulpa de café (Coffea arabica) mostraron actividad AH 7 vitro,
atribuido a un grupo de compuestos de naturaleza fendlica (Castafieda-Ramirez ez
al., 2022; Rodriguez-Barrera ez al, 2021). E1 SD de P. ostreatus reportado por Paez-
Leoén, (2018) mostrd 92% de mortalidad de larvas L, (%ML,) de H. contortus. En
Plenrotus spp. también se ha informado AN en el SD con diferentes tiempos de
colonizaciéon, encontrando un %ML, de 14.71 (SPS1) y 8.57 (SPS2) obteniendo
mayores efectos contra L; en comparaciéon con el sustrato estéril sin micelio
(SEsm) y con 15 dias de colonizaciéon (SPS), dicha AN se relacion6é con
compuestos bioactivos como triterpenoides, polisacaridos, nucleétidos, esteroles,
esteroides, acidos grasos y proteinas (Pineda-Alegria er al, 2017; 2020; Cruz-
Arévalo et al., 2020). Con base a la sinergia entre moléculas, fue explicada la AN
de la fraccion "PdAct" (80% de mortalidad) frente al efecto de las mezclas
obtenidas por fraccionamiento quimico-biodirigido (mortalidad <66%0)
(Colmenares-Cruz et al., 2021). Por otra parte, se ha notificado que el SD de P.
djamor presenta actividad AH (Valdez-Uridstegui ef al., 2021., Castafieda-Ramirez
et al., 2022). Los extractos (240 mg mL") de cuerpos fructiferos y micelio de P.
ostreatus mostraron un %ML, de H. contortus de 82.7 y 96.8, respectivamente, a las
72 h; mientras que el extracto del SEsm no presenté actividad significativa en
contra de larvas L; (Valdez-Uriéstegui, 2015 en Rodriguez-Barrera ef al, 2021).
Por otra parte, en las fracciones acuosa (PdAcO) y de acetato de etilo (PdAct) del
extracto de SD después de la primera cosecha (SPS1), se encontré que la fraccion
de PdAct provocé un %ML, de 80.11 con 20 mg mL!, mientras que la fraccién
PdAcO presentd un porcentaje menor (15.99%) (Colmenares-Cruz ef al., 2021).
En P. djamor (Pd), se han obtenido EHA del SD y después de evaluaralas 72 h a
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diferentes concentraciones (40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25 mg mL") contra L, de H.
contortus, se encontré que con 40 mg mL™", los %ML, de los SD, de la primera
cosecha (SPS1) y segunda cosecha (SPS2), fueron de 14.73 y 8.57%,
respectivamente (Colmenares-Cruz e al., 2021). Rodriguez-Barrera ef al. (2021),
Paez-Ledn, (2021) y Colmenares-Cruz ef al. (2021), evaluaron la actividad de 10
mezclas de SD de P. ostreatus (SDP) contra huevos y Ly de H. contortus, de los
estudios obtenidos por estos autores, se han registrado tres patentes:
MX/a/2018/008394, MX/a/2020/008620 y MX/a/2021/002741) ante el
Instituto Mexicano de la Propiedad Intelectual (IMPI).

2.7.1 Ciclo biolégico de los hongos

Los hongos se reproducen por via sexual y asexual (Figura 5). Los del género
Pleurotus se caracterizan por formar setas (cuerpos fructiferos, esporomas,
basidiomas o basidiocarpos) (Contreras-Moreno ¢ al., 2022). En el himenio del
basidioma, se producen esporas o basidiosporas con un solo nuicleo haploide
(Martinez-Miranda, 2014; Contreras-Moreno ez al., 2022). Si la espora se deposita
en un entorno favorable, dara origen al micelio, el cual crecera, y se ramificara.
Dicha etapa inicial se conoce como micelio primario y esta compuesto por
células uninucleadas u homocariéticas (n). El micelio puede fusionarse con otro
micelio compatible de otro individuo llamado plasmogamia y asi formar el
micelio secundario (n+n). El micelio dicariético, formado por dos nucleos, puede
crecer vigorosamente y multiplicarse vegetativamente. Eventualmente, se
diferenciara para formar los cuerpos fructiferos conocidos como basidiomas

(parte comestible) (Contreras-Moreno e7 al., 2022; Sanchez y Royse, 2002).
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Figura 5. Ciclo de vida de Pleurotus sp. (A) Basidiosporas haploides (n), (B)
Micelio primario haploide (n), (C) Micelio secundario dicariético (n+n), (D)

Cuerpo fructifero, (E) Basidios. Fuente: Contreras-Moreno ez al. (2022).

2.8 Sustratos lignocelulésicos para el cultivo de hongos comestibles

Los hongos macroscopicos poseen la ventaja de ser cultivados en diferentes
sustratos de materiales enriquecidos en lignina y celulosa, es decir materiales
lignoceluldsicos (Puttaraju ef al, 2006). Los residuos agricolas, como pajas,
rastrojos y bagazos, asi como desechos de la industria forestal, estan
conformados basicamente por lignocelulosa, sus principales componentes son la
celulosa, hemicelulosa y la lignina (Mata ez al., 2017), principales componentes de
la pared celular (PC) vegetal que se encuentran fisicamente entrelazados y
quimicamente unidos a través de interacciones no covalentes y enlaces covalentes
formando un complejo cristalino compacto (Figura 6) (Contreras-Moreno y
Garcfa-Sandoval, 2022; Oropeza-Guerrero, 2017). La lignocelulosa (complejo

macromolecular) es producido durante la fotosintesis, por lo que cerca del 50%
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de la biomasa del planeta esta constituida por este material (Pérez ez al., 2002), el

cual puede representar hasta 90% del peso seco de la biomasa vegetal (Mata ¢f 4/,

2017).

celulosa 5\

lignina —

hemicelulosa

Figura 6. Componentes de la pared celular vegetal. Fuente: http//:
www.cerzosconicet.gov.ar/BoletinCERZO/2009-16/sabia.htm

Entre los 200 residuos lignocelulésicos para la especie de Pleurotus, los mas
utilizados son: pajas, rastrojos, arroz, maiz, trigo, papa dulce, cafa de azucar,
soya, tabaco, platano, entre otros (Martinez-Miranda, 2014). Los materiales que
se elijan para la preparacion de sustratos en el cultivo de Pleurotus spp. deben ser
uniformes, con calidad constante y continuidad en el suministro, buena
disponibilidad en cantidad y continuidad, caracteristicas fisicoquimicas adecuadas,
regularidad en su composicion fisicoquimica, precio de adquisiciéon ventajoso,
localizacion facil y cercana, y facilidad de transporte y manejo (Muez y Pardo
2002; Picornell ef al., 2017). Los sustratos deben tener una capacidad de retencion
de humedad entre el 70-80% para un crecimiento 6ptimo de los hongos
(Oropeza-Guerrero, 2017). Las especies de Pleurotus son conocidas por su
capacidad para crecer y fructificar en una amplia gama de sustratos, ademas
tienen la habilidad para crecer en un intervalo de temperaturas cercanas a la
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ambiental (22 a 28 °C) (Guadarrama-Mendoza, 2013). Se han notificado mas de
90 sustratos lignoceluldsicos distintos alrededor del mundo para cultivar Pleurotus
spp. Mata e al., 2017). La capacidad de los hongos para utilizar los diferentes
sustratos lignocelul6sicos como fuente de nutrientes es debido a la produccion de
enzimas hidroliticas y oxidativas que le permiten degradar estas moléculas en
compuestos de bajo PM de facil absorciéon, como la glucosa y maltosa para
realizar sus funciones basicas de crecimiento y fructificaciéon (Mata ez al., 2017).

En México, se ha estimado que el 70% de los residuos agricolas producidos, se
desecha y se desperdicia de manera inadecuada al ambiente (Mata e al, 2017;
Morales-Nava, 2020). Sin embargo, muchas investigaciones se han realizado para
adaptar el cultivo de Pleurotus a los diferentes sustratos disponibles, asi se han
reportado mas de 35 sustratos para el cultivo de hongos de este género (Mata e7
al., 2017). Solamente, en el afio 2014, para el proceso de produccion de hongos
comestibles se emplearon aproximadamente 500 000 toneladas de residuos
derivados de actividades agricolas, agroindustriales y forestales (Martinez y
Ramirez, 2016; Morales-Nava, 2020). También se ha reportado que, derivado de
esta actividad, en México se desechan aproximadamente 160 000 toneladas de
sustrato cada afio (Morales-Nava, 2020). En la produccién de hongos
comestibles, el SD se obtiene una vez que la produccién del hongo ha cesado, es
decir, después de que el hongo ha completado su ciclo de crecimiento y ha
agotado los nutrientes disponibles en el sustrato, por lo que no quedan mas
nutrientes para la absorcién y nutricion del hongo; dichos nutrientes provienen
principalmente de los insumos lignoceluldsicos usados para la elaboracion del
sustrato (Martinez-Miranda, 2014). Entre las especies comestibles de Pleurotus, se
encuentra P. diamor un hongo tropical, de ciclos de cultivo cortos y altos valores
nutricionales, con basidiomas de color rosa (Figura 7), cultivado comercialmente

en algunos paises asiaticos y otras regiones del mundo (Salmones, 2017).
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Figura 7. Basidiomas de Pleurotus djamor var. Salmonenstramineus creciendo en paja

de cebada. Fuente: Salmones, 2017.
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3. JUSTIFICACION

La alta prevalencia de NGI en ovinos es una de las principales causas de
disminucioén en la productividad y rentabilidad. Las infecciones parasitarias en los
pequefios rumiantes son causadas entre el 80-90% por el nematodo H. contortus,
considerado el mas patégeno por ocasionar pérdida masiva de sangre y de peso,
entre otros sintomas, hasta la muerte de animales jévenes. La infeccién comienza
con la ingesta de larvas infectantes (L;) presentes en el pasto. El uso continuo e
indiscriminado de AH quimicos comerciales ha provocado RA y efectos
negativos en el medio ambiente y en la poblaciéon; por lo que se han
implementado nuevas estrategias sostenibles, como el uso de hongos
comestibles; entre los cuales el género Plenrotus ha demostrado alto potencial
nematicida en estudios 7z vitro. Los compuestos responsables de la actividad AH
varfan segun la parte del hongo utilizada o el sustrato donde crecen. El SD es un
subproducto organico que se obtiene una vez que la producciéon de hongos ha
cesado y el cual se elabora a partir de desechos lignoceluldsicos agroindustriales.
Estudios 7z vitro de extractos organicos de SD de Pleurotus spp. han demostrado
efecto nematicida significativo contra H. contortus, expresado en porcentaje de
mortalidad de larvas infectantes, y del cual se han aislado e identificando
metabolitos que se han relacionado con tal actividad. Sin embargo, la actividad
AH del sustrato estéril sin micelio (SEsm), ha sido poco estudiada, y los reportes
encontrados muestran efecto no significativo. Por lo que el objetivo del presente
trabajo, fue realizar un estudio micoquimico-biodirigido de dos extractos
organicos de SD de P. djamor asi como del SEsm, en proporciones (%) de los
insumos:Digitaria eriantha Steud, Zea mays'y Coffea canephora, 16.66, 16.66 y 66.66
(T2) y 33.33, 33.33 y 33.33 (I5), respectivamente, para evaluar 7z vitro el

porcentaje de mortalidad de larvas L; de H. contortus e identificar mediante CG-

29



EM metabolitos con actividad nematicida, expresando ademas la concentracion

efectiva (CE,, y CE,) mediante un analisis PROBIT.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Realizar un estudio micoquimico-biodirigido de dos extractos organicos (T2 y

T5) de sustrato degradado de P. djamor contra H. contortus.

4.2  Objetivos especificos

1. A partir de extractos etandlicos, obtener fracciones por biparticion,
utilizando disolventes de diferente polaridad, para evaluar actividad
nematicida 7z vitro y seleccionar las de mayor actividad antihelmintica.

2 Identificar por Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de
Masas los metabolitos presentes en las fracciones quimicas de mayor
actividad nematicida.

3. Estimar mediante un analisis PROBIT las concentraciones efectivas

medias (CE;, y CE,) de las fracciones de mayor actividad nematicida.

5. HIPOTESIS

Los extractos organicos (T2 y T5) del sustrato degradado de P. djamor presentan
actividad nematicida 7z vitro contra larvas infectantes (I;) H. contortus, no asi el

sustrato sin micelio.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Esquema general de trabajo

En la Figura 8 se muestra de manera general el esquema de trabajo de la presente

investigacion.

Pleurotus djamor

SDT2, SDT5

Extractos etanolicos ]
(ETOH) l Eliminacién de la vainal

‘ 4_(Nac10 (0.18%)
Centrifuga
Biparticion I L3

Inoculacion
(H. coatortus)

Oveja Pelibuey

Maceracion
72 h (2X)

Seleccion de
extractos y
fracciones

*Prueba

in vitro

Curvas de

concentracion

Micoquimico-
Biodirigido

Figura 8. Procedimiento general para la obtencién de metabolitos con actividad
nematicida de P. djamor y obtencion de larvas infectantes de H. contortus. 1,=
Larvas infectantes; SD= Sustrato degradado; CG-EM= Cromatografia de Gases-

Espectrometria de Masas; CPF = Cromatografia en Placa Fina.
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6.2 Localizacion

La presente investigacion se realizé en el Laboratorio de Micologia del Centro de
Investigaciones Biolégicas (CIB) de la Universidad Autéonoma del Estado de
Morelos (UAEM) en Cuernavaca, Morelos, México; en el Laboratorio de
Metabolémica del Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Salud
Animal e Inocuidad (CENID-SAI) del Instituto Nacional de Investigacion
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) ubicado en la Carretera Federal
Cuernavaca-Cuautla, Jiutepec, Estado de Morelos, México, en el Laboratorio de
Fitoquimica del Centro de Investigacion Biomédica del Sur (CIBIS) del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS) en el Municipio de Xochitepec, Morelos,
México, y en el Laboratorio de Hongos Tropicales del Colegio de la Frontera Sur

(ECOSUR), en Tapachula, Chiapas, México.

En la Figura 9 se muestran fotografias de las instituciones donde fueron

realizadas las diferentes actividades del presente trabajo.
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Figura 9. Instituciones donde se realiz6 la presente investigacion: (A) CIB-

UAEM; (B) CENID-SAI INIFAP; (C) CIBIS-IMSS; (D) ECOSUR.
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6.3 Obtencion de larvas infectantes de H. contortus

Las larvas L, de H. contortus fueron de la cepa “Paraiso” resistente a Benzimidazol
(Chan-Pérez et al., 20106), proporcionadas por el Dr. Juan Felipe de Jestus Torres
Acosta de la Universidad Auténoma de Yucatan (UADY). Para la produccion de
las larvas se infecté (4000 L via oral) artificialmente un ovino donador de la raza
Pelibuey (4 meses de edad, 301 kg). El ovino se mantuvo 21 dias en una jaula
metabdlica NOM-051-Z00-1995 y LEY FEDERAL DE SALUD ANIMAL)

para su alojamiento y alimentacién. Con las heces, colectadas del recto del ovino,
se hizo un coprocultivo (28 °C), previa homogenizacion con hule espuma y 70%
de humedad. Después de siete dfas y con la técnica del embudo de Baermann se
recuperaron las L, eliminando las heces con agua destilada. Las L; recuperadas

con vaina se almacenaron a 4 °C (Chan-Pérez ez al., 2017; Liébano-Hernandez et

al., 2011; Pineda-Alegria, 2019).
6.3.1 Eliminacion de la vaina de las larvas L,

Las I; con vaina de H. contortus se depositaron en tubos de centrifuga de 15 mL,
los cuales contenfan hipoclorito de sodio (NaClO) al 0.187%; después de 10 min,
se centrifugd (3500 rpm por 3 min). El sobrenadante con las vainas se descarto, y
el precipitado con las larvas desenvainadas se lavo cuatro veces con agua
destilada mediante centrifugacién (3500 rpm por 3 min) eliminando los
sobrenadantes en cada lavado Se obtuvo un precipitado con L, sin vaina el cual

se mantuvo en refrigeracion hasta su uso (Liébano-Hernandez ez a/., 2011).

6.4 Obtencion de extractos etanolicos del SD de P. djamor y sustrato

estéril sin micelio, de T2 y T5

Los SD (T2 y T5) de P. djamor (cepa ECS-0123) de la segunda cosecha de
basidiomas fueron proporcionados por el Dr. José Ernesto Sanchez Vazquez del

Laboratorio del ECOSUR del Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR) ubicado en
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Tapachula Chiapas, México. Para su elaboracién se wusaron insumos
lighoceluldsicos: olote de maiz (Zea mays 1.), pasto Pangola (Digitaria eriantha
Steud) y pulpa de café (Coffea canephora) en diferentes porcentajes (%) (Cuadro 3).
El desarrollo masivo de micelio de P. djamor para la obtencién del SD, se obtuvo
mediante la metodologia de Quimio (2002); bajo este mismo procedimiento se
obtuvo el sustrato estéril sin micelio (SEsm). Los sustratos obtenidos fueron
llevados a sequedad a temperatura ambiente (~30 °C).

Los sustratos estériles sin micelio (SEsm) de los tratamientos T2 y T5, se
elaboraron con el mismo procedimiento y los mismos porcentajes de los insumos
lignhocelul6sicos usados para el SD de P. djamor (Cuadro 3). El Cuadro 4 muestra

el total de sustratos evaluados en el presente estudio.

Cuadro 3. Porcentaje de insumos lignoceluldsicos usados para obtener los SD de

P. djamor de T2 y T5.

Tratamientos  Zea mays  Digitaria eriantha  Coffea canephora

(%) Steud (%) (%)
T2 16.66 16.66 66.66
T5 33.33 33.33 33.33

Cuadro 4. Sustratos evaluados de los tratamientos de T2 y T5.

Tratamientos Sustrato estéril Sustrato degradado de

(Sin indculo o micelio) P. djamor (2da cosecha)

T2 SEsmT2 SDT2
T5 SEsmT5 SDT5
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Los sustratos secos (2000 g de cada uno), de SD de P. djamor y SEsm (Figura 10),
se molieron usando un molino convencional (Figura 11), después y por separado,
se colocaron en garrafones de 19 L de vidrio y se agregd etanol (ETOH 96°)
hasta cubrir todo el material fingico para hacer una maceraciéon durante 72 h;
posteriormente, se realiz6 un filtrado usando un embudo de vidrio y gasas para
separar el material solido (Figura 12). Al material solido se le hizo una segunda
maceracion y filtracion bajo las mismas condiciones. Los dos filtrados etandlicos
obtenidos de cada muestra se juntaron y se procedié a concentrar en un
rotavapor para eliminar el disolvente (Figura 12). Los extractos crudos obtenidos
se liofilizaron para eliminar cualquier resto del disolvente (Figura 12). De esta
manera se obtuvieron los extractos etandlicos (EE) secos del SD (EESD-T2 y
EESD-T5) y del SEsm (EESEsm-T2 y EESEsm-T5); de cada extracto se separ6
una porcion llamado extracto etandlico (EE) concentrado el cual se utilizé en la
técnica de confrontacion zz vitro de inhibicion de la motilidad (mortalidad) de

larvas. Estas porciones fueron refrigeradas a 4 °C hasta su uso.
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Figura 10. Sustratos secos. (A) SD de P. djamor; (B) SEsm. Fuente: propiedad de

la autora del presente estudio.

—_— .

Figura 11. Molino convencional para la obtenciéon de polvos de los SD de P.

djamory SEsm, de T2 y T5. Fuente: propiedad de la autora del presente estudio.
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Figura 12. Proceso de maceraciéon para obtener los extractos etanolicos. (A)
Muestra del sustrato; (B) Maceracion del sustrato; (C) Recuperacion de las fases
liquidas de los sustratos; (D) Liofilizacion de los extractos. Fuente: propiedad de

la autora del presente estudio.
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6.5 Obtencion de fracciones por biparticion de los extractos etandlicos

Para el fraccionamiento por biparticién, no se utiliz6 la porciéon concentrada
separada de los EE, sino la cantidad restante de cada EE: 34.19 g (EESD-T2),

17.29 g (EESD-T5), 28.83 g (EESEsm-T2) y 42.12 ¢ (EESEsm-T5). Para esta
técnica se usé un embudo de separacion de vidrio en el cual se depositd cada uno
de los EE de los SD de P. djamor por separado; primeramente, se agregd una
solucién agua-metanol 3:2 (v: v). Al embudo se le colocé su tapon de vidrio y se
agité manualmente para homogeneizar la mezcla y después decantar las dos fases
(liquida y solida); la fase solida se fraccion6 con hexano (3 veces; 2:1, 1:1, 1:1)
(viv) y bajo las mismas condiciones que la primera, se hizo la separacion de las
dos fases; las tres fracciones de hexano se juntaron y se pasaron al rotavapor para
recuperar y eliminar el disolvente, y obtener asi la fraccién de hexano (H); el
mismo procedimiento se realizé con acetato de etilo (3 veces, 2:1, 1:1, 1:1) (viv) y
con butanol saturado de agua (una sola vez, 1:2) (v: v) para obtener las
correspondientes fracciones de acetato de etilo (AE) y de butanol (B); después
de la extraccién con butanol, se recuperé la fraccién acuosa (A) (Alvarez-Zapata
et al., 2015). Cada una de las fracciones se concentré en un rotavapor para
eliminar el respectivo disolvente, después se liofilizaron para obtener las
fracciones libres de humedad (secos). Bajo este mismo procedimiento se
obtuvieron las fracciones del SEsm de T2 y T5. De esta manera, se obtuvieron
los extractos de diferente polaridad de H, AE, B y A de cada sustrato. En la
Figura 13, se muestran las etapas del proceso por biparticién para obtener las

tracciones de SD de P. djamory SEsm, de T2 y T5.
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Figura 13. Etapas del proceso por biparticiéon para obtener las fracciones del SD
de P. djamor y SEsm, de T2 y T5. (A) Separacién en embudo de vidrio; (B)
Concentraciéon en rotavapor; (C) Secado por liofilizaciéon. Fuente: propiedad de

la autora del presente estudio.

6.5.1 Confrontacion in vitro para evaluar el efecto nematicida de los
extractos etandlicos concentrados y las fracciones, de los SD de P. djamor
y SEsm, de T2 y T5, mediante el porcentaje de mortalidad de L, de H.

contortus

La confrontacién iz vitro se realiz6é en placas de microtitulaciéon de 96 pozos. Se
formaron 8 series (4 réplicas) con 100 larvas L; de H. contortus en 50 pul. de agua
destilada. La serie uno (control negativo) con 50 pLL de Tween-80 al 2.5%; la serie
dos (control positivo) 50 ul. de IVM (10 mg mL") y de la tres a la ocho se
sometieron a evaluacion: (1) los extractos etandlicos (EE) concentrados y (2) las
tracciones obtenidas por biparticion con diferente polaridad (H, AE, B, A) de los
SD de P. djamor y SEsm, de T2 y T5. Las placas de microtitulacién se cubtieron
con papel aluminio y se incubaron durante 72 horas a 28 °C. Posteriormente, en

un microscopio 6ptico con objetivo de 40X, se cuantificaron las larvas inmoviles
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(muertas) de H. contortus presentes en cada pozo (Pineda-Alegtia ez al., 2017). El
porcentaje de mortalidad de larvas infectantes (%0ML;) de H. contortus fue

determinado aplicando la ecuacién reportada por Paez-Ledn, (2021).

(XControl negativo — XGrupo tratado)

. _ 100
YoML3 (100 — XControl negativo) "

Las muestras de SD de P. djamor y SEsm que mostraron mayor actividad
nematicida, se sometieron a una segunda confrontacién iz witro bajo las
condiciones antes mencionadas usando los testigos blancos correspondientes, asi
como los grupos testigos positivo (IVM) y negativos (Agua, Tween-80) usados en
la prueba 7z vitro. En la Figura 14 se muestran algunas etapas de la técnica i vitro

de inhibicién de la motilidad de larvas para cuantificar los %ML, de H. contortus.

42



Figura 14. Etapas de la técnica 7 vitro de inhibicion de la motilidad de larvas para
cuantificar los %ML, (A) Peso de los extractos; (B) Diluciones de los extractos
etanolicos y las fracciones, de T2 y T5; (C) Placa de microtitulacién con la prueba

in vitro. Fuente: propiedad de la autora del presente estudio.
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6.6 Curva de concentracion para evaluar el efecto nematicida de los
extractos etanodlicos concentrados y de las fracciones de acetato de etilo y

del SD de P. djamory SEsm, de T2 contra L; de H. contortus

Las fracciones de acetato de etilo (AE), de SD de P. djamor y SEsm, de T2,
seleccionadas por presentar los %ML, de H. contortus mas altos, se sometieron a
una confrontacién 7z vitro evaluando cinco concentraciones: 1.25, 2.5, 5.0, 7.5 y
20, mg ml.". Primeramente, se realizaron pruebas de solubilidad usando cuatro
disolventes (Cuadro 5). El experimento se realizé por duplicado incluyendo los
grupos testigos positivo (IVM) y negativos (Agua, Tween-80); de cada muestra se
evaluaron seis réplicas. La confrontacién zz witro se realiz6 bajo las mismas
condiciones explicadas en el apartado 6.5.1, incluyendo ademas el testigo
negativo: Bco. AE. En el Cuadro 5 se presenta el total de muestras evaluadas en
la confrontacion zn vitro para determinar los %ML, de H. contortus, mostrando las
concentraciones del grupo testigo (GT) positivo (IVM) y negativo (Agua, Tween-
80 y Bco. AE), y de los EE concentrados y las fracciones de AE de SD de P.
djamor y SEsm, de T2. La actividad nematicida se evalio en un microscopio
optico (40X) cuantificando el nimero de larvas L; inmoviles (muertas) (Pineda-
Alegria, 2017). El %ML, se obtuvo mediante la ecuacién notificada por Paez-
Ledn, (2021) (apartado 6.5.1). La Figura 15 muestra una representacion
esquematica de la técnica de confrontacion 7z vitro para cuantificar el %ML, de H.
contortus en los SD de P. diamor y SEsm de T2, se muestran cuatro réplicas del
grupo testigo y las seis de las cinco concentraciones evaluadas, ya sea para el SD

de P. djamor 6 SEsm.
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Cuadro 5. Concentraciones del grupo testigo (positivo y negativo) y de los
extractos etanolicos concentrados y las fracciones de SD de P. djamor y SEsm, de

T2, para evaluar el efecto nematicida 7z vitro sobre L de H. contortus.

GT, EE, %, mg mL! mg mL1 mg mL! mg mL! mg mL-1
Fraccion
Tween-80 2.5% - - - -
H,Od 100% - - . _
IVM 10 - - . _
Bco. AE 5% - - . _
SDT2-EE 1.25 2.5 5 7.5 20
SDT2-AE 1.25 2.5 5 7.5 20
SDT2-H 1.25 2.5 5 7.5 20
SEsmT2-CE 1.25 2.5 5 7.5 20
SEsmT2-AE 1.25 2.5 5 7.5 20
SEsmT2-H 1.25 2.5 5 7.5 20

GT= Grupo testigo; H:Od= Agua destilada; IVM= Ivermectina; EE= Extracto etandlico
concentrado; H= Fraccién de hexano, AE= Fraccién de acetato de etilo; SD= Sustrato
degradado, SEsm= Sustrato estéril sin micelio; T2 y T5= Tratamientos.
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50 uL SD/SE
1.25 mg mL1
50 uL H,0d
con 100 L;

50 uL. SD/S
2.5 mg mL-!
50 uL. H2Od

con 100 Ls

50 uL SD/SE
5 mg mL"!
50 nL H0d
con 100 Ls

50 uL SD/SE

20 mg mL"
50 uL H.0d

con 100 L

50 uL IVM

con 100 L3

50 uL. SD/SE
1.25 mg mL!
50 pL H.Od

50 uL. SD/SE
20 mg mL!

50 uL. H2Od
con 100 Ls

50 pL. SD/SE
2.5 mg mL-!
50 pL H.Od

50 uL SD/SE
5 mg mL"
50 uL. H20d

con 100 L.

50 uL. H2Od
con 100 Ly

50 pL. SD/SE

50 uL SD/SE

SOmL T 1.25 Lt 7.5 mL? 20 1
. " . mg ;- meg mL-
50 uL H2Od con || 50 pL H,0d mg m g
100 Ls con 100 Ls 50 pL H.Od 50 pL H,Od 50 pL H,Od 50 uL H.Od
on 100 L3 con 100 L3 con 100 L3

50 uL SD/SE
20 mg mL!

50 uL. H,0d

con 100 L

50 uL. SD/SE
1.25 mg mL-!
50 L. HOd

50 uL. SD/SE
7.5 mg mL1
50 uL. H2Od

50 L IVM
50 uL. H20d
con 100 L3

50 uL H0d

50 uL. H.0d
50 pL H,Od
con 100 L3

50 uL Bco. AE
50 L. H20d
con 100 L3

50 uL. SD/SE
20 mg mL"!
50 uL. H20d

con 100 Ls

1.25 mg mL!
50 pL. H20d
con 100 L3

50 uL. H20d
con 100 L

50 uL. H20d
con 100 L3

50 uL SD/SE

50 uL. H20d 50 pL Bco. AE 50 pL SD/SE 50 uL SD/SE

I 50uLH:0d 50 uL H20d ;6251?11?1 rgla" 5 mg mL" 7.5 mg mL-
con 100 L. KL Hy 50 uL. H,Od
con 10 Ls con 100 L con 100 Ly S0 LblrPd con 100 Ly

50 pL. H20d
50 pL. H20d
con 100 L3

50 pL. SD/SE
2.5 mg mL1
50 uL. H20d

50 L. SD/SE
7.5 mg mL"
50 uL. H2Od

50 pL. Bco. AE
50 pL. H2Od
con 100 L3

50 uL. H.0d
50 uL. H.0d
con 100 L3

50 pL Bco. AE
50 nL H0d
con 100 Ls

50 uL. H2Od
con 100 Ls

50 uL. H>Od
con 100 Ly

50 pL. H20d
con 100 L3

Cubrir con papel aluminio, incubar 72 h, 28 °C

2

I Microscopio 6ptico (40x) I

Figura 15. Representaciéon esquematica de la confrontacion iz vitro para

cuantificar los %ML, de H. contortus en el grupo testigo y en las cinco
concentraciones de la fraccion de AE de SD de P. djamory SE (sustrato estéril sin
micelio), de T2. Fuente: esquema adaptado por la autora del presente estudio del

procedimiento de Pineda-Alegtia ez al. (2017).
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6.7 Fraccionamiento micoquimico-biodirigido de la fraccion de acetato de

etilo de SD de P. djamory SEsm, de T2

Se utilizé la técnica de cromatografia en columna abierta de fase normal para
realizar el fraccionamiento de la fraccion de AE obtenida por biparticion del SD
de P. djamory del SEsm, de T2. Para el fraccionamiento se utilizaron de un total
de 6.2 g de SDT2-AE, 6.0 g, y de 0.8 g de SEsmT2-AE, 0.6 g; reservado los 0.2 g
restantes para las muestras de referencia (MR). En esta técnica se utiliz6 una
columna de vidrio (60 cm de largo X 4.5 cm de didmetro interno) con una llave
de cierre. La columna se empacod con 10 g de silica (tamafio de particula 0.04-
0.06, Merck, Germany). Para realizar la separacion, se utilizaron tres sistemas de
elucion de Hexano-Acetato de etilo: 90:10, 80:20 y 70:30 (v:v).

Las fracciones obtenidas por cromatografia en columna (C): SDT2-AEC de P.
djamor y SEsmT2-AEC, se sometieron a un analisis por cromatografia en placa
fina (CPF). Las corridas cromatograficas por CPF se realizaron con diferentes
sistemas de elucion de Hexano-Acetato de Etilo: 100:0, 90:10, 80:20, 70:30,
60:40, 50:50 y 30:70 para obtener los perfiles cromatograficos de los compuestos
retenidos en las placas de silica con base a su Rf. Los compuestos eluidos en las
placas fueron visualizados en camaras de luz UV (254-365 nm); la placa del
sistema de Hexano-Acetato de Etilo fue revelado con sulfato cérico Ce(SO,),
(Cuevas-Padilla e al., 2018; Pineda-Alegria e al., 2017; 2020). De las 22 fracciones
de SDT2-AEC corridas por CPF se obtuvieron cinco reuniones (“R”) de 0.02¢g
de cada una: “R2”, “R3”, “R4”, “R5” y “R6”, y la MR-SDT2-AEC (sin fraccionar
en la columna), y para SEsmT2-AEC se escogieron cuatro reuniones: “R27,
“R3”, “R5” y “R8”, y la MR-SEsmT2-AEC (sin fraccionar en columna).
Finalmente, las reuniones obtenidas por CPF fueron secadas con aire y se

almacenaron a -4 °C (Gonzalez-Cortazar et al., 2020).
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6.7.1 Confrontacion in vitro para evaluar el efecto nematicida de las
reuniones obtenidas de las fracciones de SDT2-AEC de P. djamor y
SEsmT2-AEC mediante el porcentaje de mortalidad de L, de H. contortus

Las reuniones (“R”) obtenidas de las fracciones de SDT2-AEC de P. djamor y
SEsmT2-AEC, asi como las dos muestras de referencias (MR) se sometieron a
una confrontaciéon iz vitro bajo las condiciones ya mencionadas en apartados
anteriores y con la misma finalidad de determinar los %ML, de H. contortus. En
este experimento se utilizaron 0.005 g de cada reunién y MR; también se
incluyeron los grupos positivo (IVM) y negativos (Agua, Tween-80, Bco. AE).
En esta prueba se determinaron las reuniones de mayor actividad antthelmintica
para ser evaluadas por cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-
EM). En la Figura 16 se muestra la prueba iz vitro realizada para evaluar el efecto
nematicida de las reuniones obtenida por CPF y una observacién al Microscopio

Optico (40X) para el conteo de larvas inméviles (muertas).

-
4"; .
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-

Figura 16. Representacion de la confrontacion 7 vitro para evaluar la actividad
nematicida de las reuniones obtenidas por CPF del SDT2-AEC de P. djamor y
SEsmT2-AEC contra 1; de H. contortus. (A) Prueba in vitro; (B) Observacion al

microscopio optico (40X). Fuente: propiedad de la autora del presente estudio.
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6.8 Analisis por cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM)
de las reuniones de mayor efecto nematicida del SDT2-AEC de P. djamor

y SEsmT2-AEC contra L, de H. contortus

De las reuniones (“R”) de SDT2-AECR y de SEsmT2-AECR que mostraron los
porcentajes mas altos de mortalidad de larvas L; de H. contortus, se tomaron 0.015
g de cada una y se enviaron para su analisis por cromatograffa de gases-
espectrometria de masas (CG-EM). El procedimiento que se siguié fue el
siguiente: las reuniones por separado fueron disueltas en AE (1:1), de esta
solucion se tomaron 2 plL y se inyectaron con una microjeringa en el inyector del
cromatografo de gases acoplado a un espectrofotometro de energia ionizante
(Agilent 7890B-5977A-MSD a 70 eV). Se utilizé una columna HP-5 MS de 30 m
de longitud x 250 pm x 0.25 um de grosor recubierta con 5% de difenil
metilsiloxano. Como gas acarreador se utiliz6 Helio al 99.9%. Se utiliz6 una
velocidad de flujo constante del gas acarreador de 1 mL min™. La temperatura del
inyector fue de 300 °C, y la temperatura de la linea de transferencia fue de 310

°C. La temperatura de la estufa fue mantenida a 50 °C por 1 min y después se
increment6 a 300 °C, y esta se mantuvo por 1 min. Finalmente, la temperatura se
increment6 10 °C por min hasta llegar a 310 °C y se mantuvo en esta por 20 min.
Los espectrogramas obtenidos se obtuvieron en funcién del tiempo de retencion
(TR) en minutos y la absorbancia relativa (100%). El tiempo de corrida de cada
muestra fue de 49.78 minutos. La interpretacion de los espectros de masas fue
realizada mediante comparaciéon computarizada con espectros de masa espectral
en las bases de datos del Instituto Nacional de Tecnologia y Estandares (NIST),

version 14.0.
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6.9 Analisis estadistico

Los datos crudos de actividad AH se sometieron a un analisis estadistico para
obtener los porcentajes promedios de ML; de H. contortus ajustados con los
%ML, obtenidos de los grupos testigos positivo y negativos; se uso el paquete
estadistico "R" (2019) y la prueba de Shapiro-Wilk para contrastar la normalidad a
través del valor de p (valor de probabilidad); la prueba de F en el analisis
representd la variabilidad de las medias de los grupos, mientras mas dispersas
estuvieron las medias, mayor fue su valor. Al encontrarse significancia estadistica
entre los tratamientos se procedi6 a realizar una comparaciéon mualtiple de medias
aplicando la prueba de Tukey («= 0.05) a una probabilidad del 5% (p<0.05). La
concentracion efectiva (CE;, y CE,) se estimé mediante los valores
correspondientes de la CE;; y CEy, y sus limites fiduciales con un intervalo de
confianza del 95% para la fracciéon de acetato de etilo de cada sustrato mediante
un andlisis de regresion "PROBIT" con el paquete estadistico SAS version 9.0 y
el procedimiento GLM, el valor de significancia fue de 0.05 (x= 0.05) y una
probabilidad de p<<0.0001. La ecuacién Probit se calculd en Excel.
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7. RESULTADOS

7.1 Rendimientos de extraccion de los extractos etanolicos concentrados

obtenidos por maceracion del SD de P. djamory SEsm, de T2 yT5

En el Cuadro 6 se muestran los rendimientos (g) de extracciéon de los EE
concentrados del SD de P. djamor (SDPd) y SEsm, de T2 y T5, obtenidos después
de dos maceraciones. En total se obtuvieron cuatro EE: 2 del SD de P. djamory
2 de SEsm. El rendimiento mas alto se obtuvo con el SEsm tanto en T2 como en

T5; entre los SD de P. djamor, el mayor rendimiento se obtuvo con T2 que con

T5.

Cuadro 6. Rendimientos (g) de extraccion de los extractos etanolicos

concentrados obtenidos por maceracién del SD de P. djamory SEsm, de T2 y T5.

Sustrato T2 (g) T5 (g)
SDPd-EE 6.60 1.93
SEsm-EE 10.51 8.27

EE= Extracto etandlico  concentrado; SDPd= Sustrato  degradado de P. djamor, SEsm=
Sustrato estéril sin micelio; T2, T5= Tratamientos.

7.2 Rendimientos de extraccion de las fracciones del SD de P. djamory
SEsm, de T2 y T5, obtenidas por biparticién a partir de los extractos

etanolicos concentrados

En el Cuadro 7, se muestran los rendimientos de extracciéon de las fracciones
obtenidas por biparticiéon del SD de P. djamor y SEsm, de T2 y T5, obtenidos a
partir de los EE concentrados. En total se obtuvieron 16 fracciones, ocho de T2
y ocho de T5 a partir de cuatro disolventes (H, AE, B y A). En la Figura 17, se
muestran las muestras de los EE y las fracciones obtenidas por biparticion, en

total 20 (10 de T2 y 10 de T5).
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Cuadro 7. Fracciones de SD de P. djamor y SEsm, de T2 y T5, obtenidas por
biparticion con disolventes de diferente polaridad a partir de los extractos

etanolicos concentrados.

Fracciones T2 T5
H SDPdT2-H, SEsmT2-H SDPAT5-H, SEsmT5-H
AE SDPdT2-AE, SEsmT2-AE SDPAT5-AE; SEsmT5-AE
B SDPJT2-B, SEsmT2-B SDPAT5-B; SEsmT5-B
A SDPdT2-A; SEsmT2-A SDPAT5-A; SEsmT5-A

H=Fraccion de hexano; AE= Fraccién de acetato de etilo, B= Fraccién de butanol; A=
Fracciéon acuosa; SDPd= Sustrato degradado de P. djamor; SEsm= Sustrato estéril sin micelio
T2, T5= Tratamientos (Alvarez-Zapata et al., 2015).

Figura 17. Extractos etandlicos concentrados y fracciones obtenidas por

biparticion, de T2 y T5. (A) SD de P. djamor, T2; (B) SD de P. djamor, T5; (C)

SEsm, T2; (D) SEsm, T5. Fuente: propiedad de la autora del presente estudio.
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El Cuadro 8, muestra los rendimientos (g) de extraccion de las fracciones
obtenidas por biparticiéon a partir de los EE concentrados de SD de P. djamory
SEsm, de T2 y T5. En el SD-T2 de P. djamor, el mayor rendimiento (12.73 @) se
obtuvo con la fraccién acuosa (SDPAT2-A), y el menor (0.92 g) con butanol
(SDPdT2-B). En el SD-T5 de P. djamor, el mayor rendimiento fue con acetato de
etilo (SDPAT5-AE, 6.96 g), y los mas bajos (1.91 y 1.92 g), con el SDPdT5-H y
SDPdT5-B, respectivamente. En cuanto al SEsm, en T2 y T5, los rendimientos

mas altos se obtuvieron con la fraccién acuosa (SEsmT2-A) y los mas bajos con

butanol (SEsmT5-B).

Cuadro 8. Rendimientos (g) de extraccion de las fracciones de SD de P. djamory

SEsm, de T2 y T5, obtenidas a partir de los extractos etandlicos concentrados.

Fracciones T2 (g) T5 (g)
SDPd-H 3.25 1.91

SDPd-AE 6.91 6.96
SDPd-B 0.92 1.92
SDPd-A 12.73 4.25
SEsm-H 7.31 5.97

SEsm-AE 1.05 5.86
SEsm-B 0.32 1.45
SEsm-A 8.57 16.34

H=Fraccion de hexano; AE= Fraccién de acetato  de etilo; B= Fraccién de butanol; A=
Fracciéon acuosa; SDPd= Sustrato degradado de P. djamor, SEsm= Sustrato estéril sin micelio
T2, T5= Tratamientos.

7.3 Evaluacion de la solubilidad de los extractos etanélicos concentrados y

de las fracciones del SD de P. djamory SEsm, de T2 yT5

El Cuadro 9, muestra los resultados de la prueba de solubilidad con base en una

evaluacion visual (cualitativa) que presentaron los EE concentrados obtenidos
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por maceracion y de las fracciones obtenidas por biparticion de SD de P. djamory
SEsm, de T2 y T5. De los cuatro disolventes evaluados, el Tween-80 al 2.5% fue
el que mostré mayor solubilidad, en comparaciéon con el metanol y etanol, en los

cuales se observo baja solubilidad en la mayoria de las muestras evaluadas.

Cuadro 9. Solubilidad en cuatro disolventes que presentaron los extractos

etanolicos concentrados, y sus fracciones obtenidas por biparticién a partir de SD

de P. djamory SEsm, de T2 y T5.

EE /Fraccion PBS Tween-80 Etanol Metanol
(pH~7.4) (2.5%) (2.5%) (2.5%)
SDPdT2-EE +++ ++++ XX XX
SDPdT5-EE +++ ++++ XX XX
SEsmT2-EE +++ ++++ +++ +++
SEsmT5-EE +++ +4+4++ XX XX
SDPdT2-H +++ ++++ X X
SDPJT5-H ++++ +4+4++ X X
SEsmT2-H +++ +4+4++ X X
SEsmT5-H ++++ ++++ X X
SDPdT2-AE +++ ++++ +++ X
SDT5-AE ++++ ++++ X X
SEsmT2-AE +++ ++++ X X
SEsmT5-AE +++ ++++ X X
SDPdT2-B ++++ ++++ +++ X
SDPJdT5-B ++ ++++ +++ X
SEsmT2-B +++ ++++ X X
SEsmT5-B ++++ ++++ +++ +++
SDPdT2-A ++++ ++++ ++++ ++++
SDPAT5-A ++++ +4+++ ++++ ++++
SEsmT2-A +++ ++++ ++++ ++++
SEsmT5-A ++++ ++++ ++++ ++++

++++= Muy soluble; +++= Soluble; X= Baja solubilidad y XX = Insoluble. EE= Extracto
etandlico concentrado; H=Fraccién de hexano; AE= Fraccién de acetato de etilo; B=
Fracciéon de butanol; A= Fraccién acuosa; SDPd= Sustrato degradado de P. djamor,; SEsm=
Sustrato estéril sin micelio; T2, T5= Tratamientos.
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En la Figura 18, se muestra el aspecto visual que presentaron algunas muestras en

cuanto a la prueba de solubilidad, evaluada como insoluble, de baja solubilidad y

soluble.

Figura 18. Prueba visual de solubilidad de algunas fracciones de los extractos
etanolicos concentrados de SD de P. djamory SEsm, de T2 y T5. (A) Insoluble;
(B) Baja solubilidad; (C) Soluble. Fuente: propiedad de la autora del presente

estudio.
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7.4 Efecto de las fracciones de los extractos etandlicos concentrados de SD
de P. djamory SEsm, de T2 y T5, en los porcentajes de mortalidad de L;

de H. contortus

La confrontacion in vitro realizada para evaluar la inhibicion de la motilidad de L,
de H. contortus en las fracciones obtenidas de los EE concentrados de los SD de
P. djamor y SEsm, de T2 y T5, permitié6 determinar el efecto nematicida de las
fracciones en cuanto al %ML, comparando los resultados con los
correspondientes EE concentrados (SDPd-EE y SEsm-EE) de T2 y T5 (Cuadros
10-11). Los SD de P. djamor presentaron intervalos de mortalidad del 28.25 al
90.25% (T2) y del 41.75 al 79.50% (T'5). El Cuadro 10, muestra los promedios de
los %ML, del SD de P. djamor de T2 y 'T5, en ambos tratamientos se encontraron
diferencias significativas (Tukey, p<0.05). De manera general, los %ML, mas
altos se observaron con las fracciones de H y AE, y los mas bajos con B y A. En
T2, se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre el SDPd-EE vy las
fracciones; mientras que en T5, el SDPd-EE y la fracciéon de B, no mostraron
diferencias significativas (p>0.05). La prueba F del analisis estadistico también
mostro diferencias entre los valores de T2 (16.01) y T5 (320); el valor mas alto
(T5) indic6é mayor variabilidad entre las medias de los grupos evaluados; por lo
que T2 presenté6 menor variacion o dispersion de los porcentajes promedios de
mortalidad de L, de H. contortus. En este experimento se demostré que el SDPd
de T2, mostré mayor efecto letal sobre larvas 1., de H. contortus a diferencia de
T5. En cuanto al SEsm, el intervalo en los %ML, de H. contortus en T2 tue del
64.25 al 90.75% y del 43.50 al 71.0% en T5 (Cuadro 11), observando diferencias
significativas (p<<0.05) entre los tratamientos (T2 y T5), asi como entre las

fracciones con los SEsm-EE. En T2, el EE concentrado fue el que mostro el

%ML, mas alto (90.75+3.50); mientras que en T5, fue la fracciéon de H (71.0£2.58

%). Las fracciones de H y AE, en T2 y T5, no presentaron diferencias estadisticas
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(p>0.05), al igual, el SEsm-EE, no presenté diferencia estadistica (p>0.05) con
dichas fracciones. Las fracciones de B y A, presentaron los %ML; mas bajos,
tanto en T2 como en T5, igual como fue observado en el SD de P. djamor. La
prueba F del analisis estadistico, mostr6 diferencias entre T2 (8.21) y T5 (540.4)
del SEsm; el valor mas alto (T5) indicé mayor variabilidad entre las medias de los
grupos evaluados, por lo que T2 presenté menor variacion o dispersion en los

%ML, de H. controtus promedios, y fue T2 el que mostré mayor efecto letal sobre

las L; de H. contortus en comparacion con T5, mismo efecto fue observado con el

SD de P. djamor.

Cuadro 10. Mortalidad (%) promedio de L; de H. contortus controntadas in vitro
contra el extracto etandlico concentrado y las fracciones obtenidas por
biparticion (20 mg mI"' n =6, 72 h, 28 °C) del SD de P. djamor de T2 y 'T5, asi

como del grupo testigo.

EE /fracciones/grupo T2 (%) T5 (%)
testigo
SDPJd-EE 75.05£3.65¢ 55.75%£4.27d
SDPd-H 90.25%3.50a 68.50£6.35¢
SDPd-AE 84.50£2.08b 79.50£2.08b
SDPd-B 28.25+3.5¢ 57.50£5.56d
SDPd-A 61.00%+3.65d 41.75%4.85¢
AGUA 1.50£0.01f 1.75£0.95f
TWEEN-80 2.00+0.81f 1.50£0.57f
IVM 98.251+0.252a 98.25+0.95a
ESTADISTICA F (;,,) =16.01; Tukey, F (;,,) =320; Tukey,
p<0.05 p<0.05

EE= Extracto etandlico concentrado, H= Fraccion de hexano, AE= Fraccién de acetato de
etilo, B= Fraccién de butanol, A= Fraccién acuosa, SDPd= Sustrato degradado de P. djamor,
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IVM= Ivermectina; += Desviacion estindar. Letras diferentes en una misma columna indican
diferencias estadisticas (Tukey, p<0.05).
Cuadro 11. Mortalidad (%) promedio de L, de H. contortus confrontadas in vitro

contra el extracto etandlico concentrado y las fracciones obtenidas por
biparticion (20 mg mL!, n =6, 72 h, 28 °C) del SEsm de T2 y T5, asi como del

grupo testigo.

p<0.05

EE /fracciones/grupo T2 (%) T5 (%)
testigo
SEsm-EE 90.75£3.50b 66.50£2.88b
SEsm-H 83.5014.20c 71.00£2.58b
SEsm-AE 85.00£1.63bc 68.75£3.50b
SEsm-B 04.25+3.77¢ 54.50+3.41¢
SEsm-A 71.7512.98d 43.50+5.19d
AGUA 1.75£0.95f 2.00+0.81e
TWEEN-80 2.08+0.81f 2.00+0.81e
IVM 98.251+0.952a 98.251+0.952a
ESTADISTICA F (;,,) =8.21; Tukey, F (;,,) =540.4; Tukey,

p<0.05

EE= Extracto etandlico concentrado, H= Fraccion de hexano, AE= Fraccién de acetato de
etilo, B= Fraccién de butanol, A= Fraccién acuosa, SEsm= Sustrato estéril sin micelio; IVM=
Ivermectina; = Desviacién estandar. Letras diferentes en una misma columna indican
diferencias estadisticas (Tukey, p< 0.05).

7.4.1 Confrontacion in vitro de las fracciones con mayor efecto nematicida
de SD de P. djamory SEsm y sus respectivos blancos, contra larvas L, de

H. contortus

Las fracciones de H y AE de los SD de P. djamor y del SEsm, de T2 y T5,
mostraron los mayores %ML, de H. contortus, por lo que se realizé una segunda

confrontacion iz vitro contra L; de H. contortus con la finalidad de incluir los
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respectivos blancos negativos de H y AE, y comparar con los EE concentrados.
La mortalidad de larvas infectantes (ML;) se expresé en porcentajes como en el
apartado 7.4. El Cuadro 12, muestra los %ML, de H. contortus del SD de P. djamor
de T2 y T5, y en el Cuadro 13, los correspondientes al SEsm; en ambos casos se
encontraron diferencias significativas (Tukey, p<0.05). En T2, los %ML, se
registraron por arriba del 90%, mientras que en T5, por debajo del 77% (Cuadro
12); las fracciones de H y AE presentaron los porcentajes mas altos, cercanos
entre si en T2, pero no en T5; sin embargo, la fraccion de AE mostrd los
porcentajes de mortalidad mas altos, obteniendo %ML; mas altos en T2
(95.50£2.08) que en T5 (76.25£2.98). Los EE concentrados, en T2 y T5,
registraron los %ML; de H. contortus mas bajos. En relaciéon a los testigos
negativos (Bco de H y Bco de AE), estos presentaron porcentajes de ML; entre
1.75 y 2%, los cuales fueron considerados sin diferencias estadisticas (Tukey,
p>0.05) en ambos tratamientos (T2 y T5). La prueba F del analisis estadistico,
mostro diferencias entre T2 (2795) y T5 (1427); el valor mas alto en T2 indico
mayor variabilidad entre las medias de los grupos evaluados, por lo que T5, con
el valor mas bajo, registr6 menor variacion en los %MIL; promedios de H.
contortus.

En cuanto al SEsm, de T2 y T5 (Cuadro 13), se encontraron diferencias
estadisticas (Tukey, p<0.05) entre las dos fracciones de H y AE, y EE
concentrado; entre los grupos testigos negativos (Agua y Tween-80) y los blancos
(H y AE), no se registraron diferencias significativas (Tukey, p>0.05), pero si con
el testigo positivo (IVM). La confrontacion 7z vitro con el SEsm, demostré que la
fraccion de AE registré el %ML; mas alto en T2 (92.25£2.21) como en T5
(71.2513.30) (Cuadro 13). Fue notorio que el SEsm-EE mostré mayor
mortalidad de larvas L; de H. contortus que los correspondientes SDPd-EE, de T2
y T5 (Cuadro 12); sin embargo, la actividad AH fue mas alta en T2 que en T5. La
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prueba F del analisis estadistico, mostr6 diferencias entre T2 (2887) y T5 (1764);
T2 con el valor mas alto, indicé mayor variabilidad entre las medias de los grupos
evaluados, y T5, con el valor mas bajo, menor variacién en los %ML, de H.

CONLOvEus.

Cuadro 12. Mortalidad (%) promedio de L; de H. contortus en el extracto
etandlico concentrado vy las fracciones obtenidas por biparticién (20 mg mL!, n

=06, 72 h, 28 °C) del SD de P. djamor de T2 y 'T5, asi como del grupo testigo.

EE/SD/grupo testigo T2 (%) T5 (%)
SDPdJ-EE 75.00%3.65¢ 56.25+2.98d
SDPd-H 90.25+1.70b 67.75%£3.77¢
SDPd-AE 95.50%2.08a 76.25+2.98b
AGUA 1.75£0.95d 2.00+0.81e
TWEEN-80 2.00+0.81d 2.25+1.25¢
IVM 98.00+1.41a 98.251+0.952a
BCO H 2.00+0.81d 1.7520.95¢
BCO AE 1.75£0.95d 2.00+0.81e

ESTADISTICA F(;,,)=2795; Tukey, F(;,,)=1427; Tukey,
p<0.05 p<0.05

EE= Extracto etandlico concentrado, H= Fraccién de hexano, AE= Fraccion de acetato de
etilo, B= Fracciéon de butanol, A= Fracciéon acuosa, SDPd= Sustrato degradado de P. djamor,
IVM= Ivermectina; £= Desviacion estindar. Letras diferentes en una misma columna indican
diferencias estadisticas (Tukey, p< 0.05).
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Cuadro 13. Mortalidad (%) promedio de L; de H. contortus en el extracto
etandlico concentrado y las fracciones obtenidas por bipatticién (20 mg mL!, n

=06, 72 h, 28 °C) del SEsm de T2 y T5, asi como del grupo testigo.

p<0.05

EE/SE/grupo testigo T2 (%) T5 (%)

SEsm-EE 88.00£2.58¢ 60.00£2.58d

SEsm-H 77.25+2.75d 66.00+2.58¢

SEsm-AE 92.25+2.21b 71.25+3.30b

AGUA 1.7520.95¢ 2.00+0.81e

TWEEN-80 2.00+0.81e 2.25+1.25¢

IVM 98.00+1.41a 98.25+0.952a

BCO H 2.00+0.81e 1.7520.95¢

BCO AE 1.75£0.95¢ 2.00+0.81e
ESTADISTICA F(;,,)=2887; Tukey, F(;,,)=1764;Tukey,

p<0.05

EE= Extracto etandlico concentrado, H= Fraccién de hexano, AE= Fracciéon de acetato de
etilo, B= Fraccién de butanol, A= Fraccién acuosa, SE= Sustrato estéril; SEsm= Sustrato
estéril sin micelio; IVM= Ivermectina; == Desviacién estandar. Letras diferentes en una
misma columna indican diferencias estadisticas (Tukey, p < 0.05).

7.5 Porcentaje de mortalidad in vitro de L, de H. contortus a diferentes

concentraciones de la fraccion de acetato de etilo de SD de P. djamory

SEsm de T2

La confrontacion z vitro de las fracciones de AE del SD de P. djamory el SEsm
del tratamiento T2, seleccionados por presentar los mayores %ML; de H.
contortus, se realizd bajo las mismas condiciones que en los experimentos
anteriores, determinando de igual forma los %ML, de H. contortus. El efecto
nematicida de cinco concentraciones (1.25, 2.5, 5.0, 7.5 y 20 mg mL") que
presentaron las fracciones de AE de SD-T2 de P. djamor y SEsm-T2 sobre larvas
L, de H. contortus se muestra en las Figuras 19 y 20. El analisis estadistico
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demostré diferencias estadisticas (Tukey, p<0.05) entre las diferentes
concentraciones evaluadas tanto en el SDPd como en el SEsm. De manera

general se encontr6 que al aumentar la concentracion de 1.25 a 20 mg ml., el
%ML, en el SDPdT2-AE, se increment6 de 59.08+1.37 a 89.41%+4.35 %; mientras
que con el SEsmT2-AE, el incremento fue de 46.83+2.03 a 96.91£3.0 %. Estos

resultados demostraron que el SEsmT2-AE a una concentracién de 20 mg mL7,
mostré mayor efecto nematicida que el SDPdT2-AE a la misma concentracion.
Los valores de la prueba de F en el analisis estadistico fueron de 3196 (SDPd) y
5109 (SEsm), e indicaron que mientras mas dispersas estuvieron las medias de los

grupos evaluados, mayor fue su valor.

IVM AE 7.5 20

Agua Tween 1.25 2.5 5
Testigos y concentraciones de SDPdT2-AE (mg mL1)

100

ML; (%)
EoY (=2 [e7e]
(=] (=] (=]

\]
(=}
T

(=]

Figura 19. Efecto de los grupos testigo y diferentes concentraciones de la

traccion de SDT2-AE de P. djamor en el %ML, de H. contortus.
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Figura 20. Efecto de los grupos testigo y diferentes concentraciones de la

fraccion de SEsmT2-AE en el %M., de H. contortus.

7.6 Reuniones y petfiles cromatograficos obtenidos del estudio
micoquimico y biodirigido de la fracciéon de acetato de etilo de SD de P.

djamory SEsm, de T2

Del fraccionamiento realizado por cromatografia en columna (C) a las fracciones
de AE del SD de P. djamory SEsm, de T2, se colectaron un total de 22 fracciones
del SDPAT2-AEC y 23 del SEsmT2-AEC. De las fracciones colectadas y corridas
por separado en cromatografia en placa fina (CPF), se obtuvieron para el
SDPdT2-AEC, las reuniones “R2”, “R3”, “R4”, “R5” y “R6”, asi como la
muestra de referencia (MR), y para el SEsmT2-AEC, “R2”, “R3”, “R5”, “R8” y
su MR. Las Figuras 21-24 muestran los perfiles cromatograficos obtenidos por
CPF de las fracciones colectadas en columna, a partir de las cuales se juntaron las
reuniones seleccionadas con un mismo Rf. Las manchas de las placas fueron
visualizadas con sulfato cérico (CeSO,) como revelador y luz UV. Para los
perfiles cromatograficos por CPF de las reuniones 9-13 del SDPdT2-AEC (“R4”)
se us6 un sistema de elucién 70:30 hexano:acetato de etilo (Figura 21); para las
reuniones 17-20 (“R6”) de SDPdT2-AEC se utilizé6 100% de diclorometano y
revelador para flavonoides (Figura 22); para las reuniones 7-8 (“R3”) del
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SEsmT2-AEC, se us6 un sistema de eluciéon de agua -acetonitrilo (50:50) (Figura
23); para las reuniones 12-15 (“R5”) del SEsmT2-AEC, el sistema de elucion fue
agua: acetonitrilo (50:50) (Figura 24).

A B
‘ -
-
.

Figura 21. Perfiles cromatograficos obtenidos por CPF de las reuniones 9-13 del
SDT2-AEC (“R4”) de P. djamor obtenidas en un sistema de elucién 70:30 hexano:
acetato de etilo. (A) Revelador de sulfato cérico (CeSO,); Visualizadas por luz UV
(B: 254 nm; C:365 nm).

| A [T

Eilfjh‘, ;t_;}ul'i ?Q*J:'u

Figura 22. Perfiles cromatograficos obtenidos por CPF de las reuniones 17-20
de SDT2-AEC (“R6™) de P. djamor obtenidas con diclorometano al 100%. (A)
Revelador para flavonoides; Visualizadas por luz UV (B: 254 nm; C: 365 nm).
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Figura 23. Perfiles cromatograficos obtenidos por CPF de las reuniones 7-8 del
SEsmT2-AEC (“R3”), obtenidas en un sistema de elucién: agua-acetonitrilo
(50:50). (A) Revelador de sulfato cérico (CeSO,); Visualizadas por luz UV (B: 254
nm; C:365 nm).

Figura 24. Perfiles cromatograficos obtenidos por CPF de las reuniones 12-15
de SEsmT2-AEC (“R5”), obtenidas en un sistema de elucién: agua:acetonitrilo
(50:50). (A) Revelador de sulfato cérico (CeSO,); Visualizadas por luz UV (B: 254
nm; C: 365 nm).
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7.6.1 Porcentaje de mortalidad in wvitro de L, de H. contortus de las
reuniones obtenidas por CPF de SDT2-AEC de P. djamory SEsmT2-AEC

En esta evaluacion 7z vitro se utilizaron un total de nueve reuniones (“R”)
obtenidas de SDT2-AEC(“R”) de P. djamor y SEsmT2-AEC(“R”) incluyendo las
MR respectivas de cada sustrato, asi como los controles negativos y positivo
correspondientes con el fin de evaluar el efecto nematicida sobre larvas L; de H.
contortus. En el Cuadro 14 se muestran los resultados obtenidos de los oML, de

H. contortus del SDT2-AECR de P. djamor y del SEsmT2-AECR. En cuanto al
SDPAT2-AECR, en los %ML, la reuniéon “R6” mostré mayor actividad AH

(97+1.88), seguido de la reunion “R4” (95.20£1.98); la MR mostré un porcentaje
intermedio de AH (ML) contra H. contortus entre estas dos (96.8£1.39); las
reuniones “R27, “R3” y “R5”, mostraron porcentajes de AN iz vitro en un
intervalo de 82.20£2.20 a 84.31+2.05. Para el SEsmT2-AECR (Cuadro 14), las
reuniones “R3” y “R5” mostraron los porcentajes mas altos (96.40+1.57 y
96+1.39, respectivamente) de ML; de H. contortus, mientras que la reuniéon “R8”
registr6 el porcentaje mas bajo (79.6013.89); la MR y la “R2” mostraron %ML de
91.70+1.15 y 87.301+1.76, respectivamente. Se observé que con el SEsmT2-AEC

se obtuvo mayor diferencia entre los diferentes porcentajes promedios de AN
que con el SDT2-AEC de P. djamor, lo anterior se relacioné con los valores de la
prueba F obtenidos en el analisis estadistico en el %ML, 4685 para el SDPAT2 y
5747 para el SEsmT2; el valor mas alto representé mayor dispersiéon o

variabilidad en las medias del grupo evaluado.
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Cuadro 14. Mortalidad (%) promedio de L, de H. contortus de las reuniones (5 mg
mL", n =6, 72 h, 28 °C) obtenidas por CPF de la fraccién de AE de SD de P.

djamory SEsm, de T2, colectadas en columna.

Reuniones y blancos SDPd SEsm
“R2” 82.20%+2.20b 87.30£1.76¢
“R3» 84.31£2.05b 96.40%1.57a
“R4” 95.20+1.98a -
“R5” 83.30+4.16b 96.00+1.05a
“R6” 97.00%+1.88a -
“R8” - 79.60£3.89d
MR 96.8£1.39a 91.70+1.15b

Bco. AE 2.20%1.03¢ 2.00x1.05¢

TWEEN-80 2.41£0.96¢ 2.60%1.26e

AGUA 2.07£0.94c 2.20%£1.03e

IVM 97.90£0.99a 97.90£0.99a

ESTADISTICA F(y.4,)=40685; F(55)=5847;
Tukey, p<0.05 Tukey, p<0.05

IVM= Ivermectina; %MIL;= Porcentaje de mortalidad de larvas infectantes; Bco. AE= Blanco
de acetato de etilo; SDPd= Sustrato degradado de P. djamor, £= Desviacion estandar. Letras
diferentes en una misma columna indican diferencias estadisticas (Tukey, p < 0.05).

Con base en los resultados obtenidos de la confrontacion 7z vitro de las reuniones
de SD de P. djamor y SEsm, de T2, se seleccionaron cuatro reuniones: dos de
SDPdT2-AECR y dos de SEsmT2-AECR, éstas mostraron los porcentajes mas
altos de larvas muertas L, de H. contortus. En el Cuadro 15, se muestra un
resumen de estas cuatro reuniones, la dos de SDPdT2-AEC (SDPdT2-AECR4 y
SDPdT2-AECRO) y las dos de SEsmT2-AEC (SEsmT2-AECR3 y SEsmT2-
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AECR5) mostrando los sistemas de elucién usados en CPF. De estas reuniones,

se tomaron 0.015g para su posterior analisis en CG-EM.

Cuadro 15. Reuniones obtenidas por CPF a partir de las fracciones colectadas

por cromatografia en columna fase reversa del SD de P. djamory SEsm, de T2.

Fraccion Sistema de elucion Reuniones Clave
(CPF)
SDPdT2-AEC  Hexano:Acetato de etilo (70:30 v:v) 9-13 “R4”
SDPdT2-AEC  Diclorometano (100%) 17-20 “R6”
SEsmT2-AEC  Agua-Acetonitrilo (50/50 v: v) 7-8 “R3”
SEsmT2-AEC  Agua: acetonitrilo (50/50 v: v) 12-15 “R5”

SDPdT2-AEC= Fraccién de acetato de etilo colectada en columna de sustrato degradado de
Pd de T2; SEsmT2-AEC= Fraccién de acetato de etilo colectada en columna de sustrato estéril

sin micelio de T2.

7.7 Analisis por cromatografia de gases-espectrometria de masas de las
reuniones de SD de P. djamor y SEsm, de T2-AECR que mostraron alta

actividad nematicida contra L, de H. contortus

En las Figuras 25-26, se muestran los cromatogramas obtenidos por CG-EM de
las reuniones de SDT2-AECR de P. diamor y en las Figuras 27-28 de SEsmT2-
AECR, seleccionadas por su alta AN, expresada en %ML; de H. contortus. Los
cromatogramas muestran picos definidos y separados con base en el tiempo de
retencién (TR) y mostrando la abundancia relativa en base 100 de cada pico.
Como puede observarse en las Figuras 25-26, los cromatogramas de SDPd
presentan mayor nimero de picos que los de SEsm (Figuras 27-28). En las
Figuras 29-30, se muestran los estandares de referencia obtenidos por CG-EM
para cada reunion de SDT2-AECR de P. djamory en las Figuras 31-32, de los del

SEsmT2-AECR, mostrando de igual manera, picos definidos y separados por su
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TR, y la abundancia relativa en base 100. En los Cuadros 16 al 19 se muestran
con base a los espectros de masas, los compuestos quimicos identificados con
base a su TR (minutos), Masa Molecular (MM) (g mol'), Abundancia Relativa
(AR) (%) y estructura quimica de los compuestos correspondientes, de las
reuniones de SDPdT2-AECR y de SEsmT2-AECR. En la “R4” sobresalieron
compuestos de naturaleza fendlica como Alcohol 3,4-dimetoxibencilico, 5,6
Dimetoxi benzofuranona-1(3H), 5-Hidroxi-1,3-dimetillidolinona-2; en la “R67,
Cafefna y 2,24 Trimetil-1,3 pentanediol diisobutirato; en las dos reuniones se
encontraron acidos grasos como Hexadecanamida, Octadecanamida y 9-
Octadecanamida, asi como Ftalato de diisooctilo. En los SEsmT?2, en la reunion
“R3” (SEsmT2-AEC-R3) se identificaron mayor nimero de compuestos
quimicos a diferencia de la reuniéon “R5” (SEsmT2-AEC-R5); encontrando
metabolitos de naturaleza fendlica (2,3-Dihidrobenzofurano, 2-Metoxi-4-
vinilfenol y Cafeina), acidos grasos (Acido n-hexadecanoico, Hexadecanamida, y
Octadecanamida), Phthalatos y Nandrolona (“R3”); y en “R5”, Cafeina, Ftalato

de dibutilo, Hexadecanamida, Octadecanamida, y Tereftalato de bis(2-etilhexilo).
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Figura 25. Cromatograma obtenido mediante CG-EM de la reunién “R4”
seleccionada por CPF, colectada en una columna de fase reversa del SDT2 de P.

djamor. Clave: SDPdT2-AEC-R4.
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Figura 26. Cromatograma obtenido mediante CG-EM de la reunién “R6”

seleccionada por CPF, colectada en una columna de fase reversa del SDT2 de P.

djamor. Clave: SDPdT2-AEC-RO.
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Figura 27. Cromatograma obtenido mediante CG-EM de la reunién “R3”
seleccionada por CPF, colectada en una columna de fase reversa del SEsmT2.

Clave: SEsmT2-AEC-R3.
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Figura 28. Cromatograma obtenido mediante CG-EM de la reunién “R5”
seleccionada por CPF, colectada en una columna de fase reversa del SEsmT2.

Clave: SEsmT2-AEC-R5.
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Figura 29. Cromatograma obtenido por CG-EM del estandar de referencia para
evaluar la reunién “R4” (SDPdT2-AEC-R4) obtenida por CPF de la fraccién de

AE colectada en columna de fase reversa del SDT2 de P. djamor.
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Figura 30. Cromatograma obtenido por CG-EM del estandar de referencia para
evaluar la reunién “R6” (SDPdT2-AEC-R06) obtenida por CPF de la fraccién de

AE colectada en columna de fase reversa del SDT2 de P. djamor.
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Figura 31. Cromatograma obtenido por CG-EM del estandar de referencia para
evaluar la reunién “R3” (SEsmT2-AEC-R3) obtenida por CPF de la fraccién de

AE colectada en columna de fase reversa del SEsmT2 de P. djamor.
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Figura 32. Cromatograma obtenido por CG-EM del estandar de referencia para
evaluar la reunién “R5” (SEsmT2-AEC-R5) obtenida por CPF de la fraccion de

AEFE colectada en columna de fase reversa del SEsm-T?2.
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Cuadro 16. Compuestos elucidados por cromatografia de gases-espectrometria

de masas de la reuniéon de SDT2-AEC-R4 de P. djamor.

Pico Compuesto TR AR MM Estructura quimica
(min) (%) (g molY)
1 Alcohol 3,4- 16.20 99 168.19
dimetoxibencilico
2 2,2,4-trimetil-1,3 17.92 80 286.41
pentanediol-
diisobutirato
3 5,6-Dimetoxi- 23.14 89 194.18
isobenzofuranona
4 5-Hidroxi-1,3- 24.50 33 177.20
dimetilindolinona-2
5 Hexadecanamida 27.62 91 255.44 WVM/
6 Octadecanamida 30.47 53 283.5 /\/\/\/\/\/\/\/\)\
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7 Ftalato de 32.51 59 390.6
diisooctilo

8 Ester 2-hidroxi-1- 34.25 33 274.40
(hidroximetil)etilico
del acido

dodecanoico

TR= Tiempo de retenciéon; AR= Abundancia relativa; MM= Masa molecular.
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Cuadro 17. Compuestos elucidados por cromatografia de gases-espectrometria

de masas de la reuniéon de SDT2-AEC-R6 de P. djamor.

Pico Compuesto TR AR MM Estructura quimica
(min) (%) (g mol)

1 2,2,4-Trimethyl-1,3-pentanediol 17.91 48 286.41
diisobutyrate
2 Cafeina 22.46 99 194.19 0O
CH3
CHs,
N
\ N ‘
0 T N
CH3
3 Hexadecanamide 27.58 56 255.44
4 9-Octadecenamide, (Z)- 30.11 50 281.47
5 Diisooctyl phthalate 32.50 48 390.55

@

TR= Tiempo de retenciéon; AR= Abundancia relativa; MM= Masa molecular.
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Cuadro 18. Compuestos elucidados por cromatografia de gases-espectrometria

de masas de la reunion de SEsmT2-AEC-R3.

Pico Compuesto TR AR MM Estructura quimica
(min) (%) (g mol?)

CH3\

2 2-Metoxi-4-vinilfenol 12.10 12 150.17
3 Cafeina 22.73 98 194.19 @]
N )i

T
C

1 2,3- 10.11 16 120.1
Dihidrobenzofurano
/C Hs
N
N

Hs

4 Acido n- 24.38 21 256.4
hexadecanoico 6
acido palmitico

5 Hexadecanamida 27.62 56 255.4

6 Octadecanamida 30.46 42 283.5 \W
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7 Nandrolona 32.23 19 2744

8 Phthalates 32.49 18.63 164.11

Diisooctyl phthalate

TR= Tiempo de retencion; AR= Abundancia relativa; MM= Masa molecular.

Cuadro 19. Compuestos elucidados por cromatografia de gases-espectrometria

de masas de la reunion de SEsmT2-AEC-R5.

Pico Compuesto TR AR MM Estructura quimica
(min) (%) (g mol?)

1 Cafeina 23.06 99 194.19 (0]
CHs
CH, /
N
\N ‘ >
CHs
2 Ftalato de dibutilo o 24.25 12 278.34

dibutil ftalato

3 Hexadecanamida 27.60 53 255.44 W

4 Octadecanamida 30.46 41 283.5 /\/\/\/\/\/\/\/\)\
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5 Ftalato de diisooctilo 32.50 30 390.56

6 Ester 2-metil-1,4- 34.90 27 390.6
bis(2-etilhexilico) del
acido 1,4-
bencenodicarboxilico

TR= Tiempo de retenciéon; AR= Abundancia relativa; MM= Masa molecular.
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7.8 Estimacion de la concentracion efectiva (CE;,y CE,)) de SDT2-AE de
P. djamory SEsmT2-AE contra L, de H. contortus

En el Cuadro 20, se muestran las concentraciones (mg mL™") efectivas (CE;, y
CE,,) para producir mortalidad de las L; de H. contortus; para el SDT2-AE de P.
djamor, la CEs, fue de 0.636 mg mL!'y para el SEsmT2-AE 1.627 mg mL;
observandose diferencias significativas (Tukey, p<0.05) entre las dos CE;, y que
se corrobord con el no traslape entre los limites fiduciales al 95% de las dos CEq,
(Figura 33). El método PROBIT considera que dos valores de CEg, son
estadisticamente iguales si existe traslape entre sus limites fiduciales al 95%
(Robertson et al., 2007 en Luck-Montero e al., 2018). Para la CE,, se obtuvo

37.75 mg mL" para el SDT2-AE de P. djamory 11.119 mg mL™"! para el SEsmT2-
AE, con diferencias significativas (p<0.05) entre las dos CE,, y sin traslape entre
los limites fiduciales al 95% de las dos CE,, (Figura 34). La ponderaciéon de la
CE;, y CE,, que se obtuvo con el método PROBIT fue el siguiente: con una
CE;, el SDPdT2-AE fue significativamente mas toxico (p<0.05) que el SEsmT?2-
AE, ya que present6 una CE;, mas baja. Sin embargo, con la CE,,, el SDPdT2-
AE fue menos toxico que el SEsmT2-AE; es decir, su AN fue menor, por
presentar la CE,, mas alta (p<<0.05); por lo que, con esta concentracion, el
SEsmT2-AE resulté ser mas téxico o de mayor AN contra L, de H. contortus que

el SDT2-AE de P. diamor.
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Cuadro 20. Estimacion mediante el método PROBIT de la concentracion
efectiva (CE;, y CE,,) del SDT2-AE de P. djamor y SEsmT2-AE con actividad
nematicida (72 h) sobre la ML, de H. contortus.

Sustrato CE; Limite Limite CEy Limite Limite
inferior superior inferior superior

SDPdT2-AE 0.63616b 0.46222 0.81744 37.74774a 2838102  54.41595

SEsmT2-AE  1.62771a 1.48918 1.76431 11.11885b  10.09097  12.39819

SDPdT2-AE= Fracciéon de acetato de etilo del tratamiento T2 de sustrato degradado de P.
djamor; SEsmT2-AE= Fraccion de acetato de etilo del tratamiento T2 de sustrato estéril sin
micelio. Letras distintas indican diferencias significativas (p<<0.05) entre la CEsy la CEg de los
dos sustratos.
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Concentracion (mg mL1)
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Figura 33 Estimacion de la concentracion efectiva (CE;, y CE,) del SDT2-AE
de P. djamor sobre la ML; de H. contortus.
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Figura 34. Estimacion de la concentracion efectiva (CE;, y CEy ) del SEsmT2-

AE sobre la ML; de H. contortus.
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8. DISCUSION

Los extractos hidroalcohdlicos (EHA) de SD de Pleurotus spp. han demostrado
AN contra la resistencia de H. contortus a compuestos AH de origen quimico, por
lo que se han reconocido como una estrategia de control sostenible contra NGI
(Ambrosio-Bautista e# af, 2023; Castafieda-Ramirez ¢ al., 2022, 2020; Rodriguez-
Barrera et al, 2021; Montanez-Palma ¢/ al, 2021; Cruz-Arévalo et al., 2020,
Aguilar-Marcelino e al., 2017; Vieira et al., 2017; Pineda Alegtia, et al., 2017). La
actividad AH iz wvitro de EHA contra H. contortus se ha notificado mediante
pruebas de inhibicién de la eclosion de huevos, inhibicion de la motilidad
(mortalidad de larvas), e inhibiciéon del desenvaine larval (Castafieda-Ramirez ez
al., 2022; Aguilar-Marcelino ef al. 2017; Rodriguez-Barrera ez al., 2021). La prueba
de mortalidad (inhibicién de la motilidad) de larvas L, consiste en exponer la
larva sin vaina a los respectivos extractos en un tiempo determinado y observar la
motilidad inducida (Colmenares-Cruz et al., 2021); la posicion de la larva y la
carencia de movimiento, son indicativos de que la larva esta muerta (Montafiez-
Palma et al, 2021). EHA (metanol: agua, 70:30 v:v) de SD de P. ostreatus
evaluados por Rodriguez-Barrera e al. (2021) utilizando D. eriantha Steud
(16.16%), Z. mays (16.16%) y C. canephora (66.66%) (12), reportaron 77% de ML,
de H. contortus a una concentracién de 10 mg mL', y 79% con 33.33% (T5) de
cada insumo mencionado; el SEsm en este estudio no fue evaluado, el cual se ha
reportado como un material sin ninguna actividad AH (Colmenares-Cruz ef /.,
2021; Castafieda-Ramirez et al., 2022); o no significativa (3.85%) (Colmenares-
Cruz et al., 2021). En el presente trabajo, los extractos etandlicos (EE) de SD de
P. djamor con los mismos insumos y proporciones de T2 y T5, evaluados por
Rodtiguez-Barrera e al. (2021), mostraron %ML, (20 mg mL'") de 75.05 (T2) y
55.75 (T5); las diferencias encontradas podrian estar relacionadas con el tipo de

disolvente usado para la extracciéon de compuestos bioactivos (Vieira et al. en
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Pineda- Alegtia et al, 2017); la mezcla de metanol: agua, extrac compuestos mas
polares asi como una variedad de compuestos de menor polaridad (Ambrosio-
Bautista ez al., 2023). Alvear-Diaz (2018) en Colmenares-Cruz ef al. (2021) reportod
una AN de 77.63% en extractos acetonicos de P. ostreatus contra P. redivivus mas
alta en comparaciéon con el extracto metanodlico (62.21%). Extractos de similar
polaridad pueden producir diferentes efectos AH, aun cuando hayan sido
obtenidos del mismo material vegetal (Valdez-Uriostegui e al., 2021). Usando
cinco (T6, T10, T11, T12, T13) mezclas de SD de P. djamor a una concentracion
de 20 mg mL", Diaz-Rodtiguez en el 2015 reporté AN contra Ly de H. contortus
en un intervalo de 0 a 47% (Colmenares-Cruz ef al., 2021); mientras que a esta
misma concentracién (20 mg mL") de SD de P. ostreatns, Piez-Leén (2018),
reportd ML, mayor (92.03%). En el presente estudio, el SEsm de T2 y T5, bajo
las mismas condiciones de trabajo que el SD de P. djamor (T2 y T5), el %0ML; de
H. contortus fue de 90.75% y 66.50%, respectivamente, la alta actividad AH
particularmente del tratamiento T2, se atribuy6é a la proporcion usada en la
mezcla de los insumos lignocelulésicos usados en el presente estudio, los cuales
han sido evaluados contra L, de H. contortus por otros autores (Castaneda-
Ramirez et al., 2022; Rodriguez-Barrera ez al., 2021; Colmenares-Cruz ef al., 2021;
Lara-Vergara, 2019). Extractos (metanol: agua, 70:30 v: v) de un total de 10 SD
de P. ostreatus evaluados por Rodriguez-Barrera ez al. (2021) utilizando D. eriantha
Steud, Z. mays 'y C. canephora en diferentes porcentajes, demostré que los SD con
mayor porcentaje de C. canephora presentaron mayor AN y los de menor
porcentaje, menor AN. Por lo que en la obtencién de metabolitos con AN, no
solamente el tipo de extracciéon o la cepa son importantes a considerar, sino
también los sustratos y/o mezclas de estos, donde se desarrollan los hongos son
factores que influyen en la produccion de compuestos bioactivos contra

nematodos parasitos (Comans-Pérez ez al, 2021). En otros trabajos, la AN
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encontrada en el SEsm se ha relacionado con la presencia de azucares y
polifenoles, que favorecen el metabolismo de los hongos, estos absorben parte de
los compuestos en el cuerpo fructifero y otra parte de ellos son almacenados en
el sustrato (Cabrera e al., 2019; Carrasco-Cabrera ¢f al., 2019 en Colmenares-Cruz
et al., 2021). Considerando el tiempo de colonizacién, Colmenares-Cruz ef al.
(2021), notificaron %ML, de H. contortus en EHA de SD de P. djamor ECS-123,
de 14.73% en la primera cosecha (SDP1) y 8.57%, en la segunda cosecha (SDP2).
Al aplicar una biparticion liquida-liquida del extracto SDP1 (14.73%) se
obtuvieron dos fracciones con AN, la fracciéon acuosa y la de acetato de etilo
"PdAct", que a una concentracion de 20 mg ml!, la "PdAct" fue la mas efectiva
(80.11%) comparado con un menor %ML, que presenté la fracciéon acuosa
(15.99%) a aun a 40 mg mL". Porcentajes de ML, mas altos a los obtenidos por
Colmenares-Cruz et al. (2021) se obtuvieron en el presente estudio, en las
fracciones de H (90.25) y AE (84.50) (20 mg mIL") de T2 del SD (segunda
cosecha) de P. djamor y del SEsm 83.50% (H) y 85% (AE), obtenidas por
biparticion liquida-liquida. Ias diferencias se atribuyeron por una parte a la
relaciéon de los insumos usados por Colmenares-Cruz ef al. (2021) (1:1:1) Pasto
pangola (D. eriantha Steud), olote de maiz (Z. mays) y pulpa de caté (C. canephora), a
diferencia de T2 (66.66% de C. canephora); se ha reportado que la cafeina inhibi
el desarrollo larvario temprano de Caenorbabditis elegans y redujo el movimiento de
Galleria mellonella (Da Silva, 2015). Extractos de acetona-agua de Theobroma cacao
también han mostrado efecto ovicida y AN contra I; de H. contortus (Castafieda-
Ramirez ez al., 2022). Por otra parte el SDP1 podria contener menor cantidad de
compuestos bioactivos que el SDP2, ya que durante la colonizacién del sustrato
lighocelulosico (el cual provee macro y micronutrientes necesarios para la
produccién de basidiomas (Castafieda-Ramirez ef al, 2022) y formacién de

primordios, muchos metabolitos de la cepa del hongo cultivado son liberados al
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sustrato  (Castafieda-Ramirez e al, 2020; Rodriguez-Barrera er al, 2021,
Colmenares-Cruz ez al., 2021), por lo que después de cosechar los basidiomas, el
subproducto organico residual obtenido es a base de micelio, enzimas
extracelulares, polisacaridos y biomasa lignocelulésica residual (Colmenares-Cruz
et al., 2021). Los %ML, obtenidos en el SEsm del presente trabajo, evidencian
AN debido a compuestos bioactivos presentes en los insumos como la pulpa de
café. Existen reportes que el EHA de pulpa de café presenta actividad AH
debido a un grupo de compuestos de naturaleza fendlica (Rodriguez-Barrera et
al., 2021). Castaneda-Ramirez ez al., en el 2022, reportaron en EHA (metanol-
agua, 70-30 % v/v), para las mismas proporciones de los insumos usados en el
presente estudio, contenidos de compuestos fenodlicos de 0.45 (T2) y 0.38 (T5).
Los %ML; mas bajos obtenidos en las fracciones de B y A del presente estudio,
demostré menor eficacia en la extracciéon de metabolitos con estos disolventes.
Se ha reportado que los extractos a base agua presentan menor AH en
comparaciéon con los extractos a base de disolventes organicos, debido a que el
agua extrae menos compuestos bioactivos; por ejemplo, los extractos acetonicos
presentan mas compuestos bioactivos de amplio rango de polaridad y se ha
demostrado que exhiben mayor actividad ovicida y larvicida sobre H. contortus que
los extractos acuosos (Luck-Montero ef al., 2018). Un estudio demostré que el
extracto acuoso, a diferencia de los EHA, todos obtenidos de Agaricus blazei se
encontré que en la IEH de H. contortus, tue el mas efectivo, atribuido a los
compuestos bioactivos que mejor fueron liberados en el agua como disolvente de
extraccion (Vieira et al. en Pineda- Alegria et al. (2017). Arizmendi (2014) en
Colmenares-Cruz et al. (2021) reporté AN en el extracto acuoso de micelio y
cuerpos fructiferos de Plenrotus spp. En este estudio, en la segunda confrontacion
n vitro de las fracciones de H y AE, junto con los correspondientes, blancos, la

fraccién de AE, mostré los %ML, mas altos (20 mg mL"); asi también a esta

92



concentracion, la fraccion de acetato de etilo (PdAct) del SD de P. djanmor después
de la primera cosecha (SPS1) de basidiomas causé un mayor %ML, (80.11%) en
comparacion con el extracto acuoso PdAcO (15.99%) y a una mayor
concentracion (40 mg mL") (Colmenates-Cruz ez al., 2021). En la inhibicién del
desenvaine en larvas 1, de H. contortus, las fracciones obtenidas con acetato de
etilo a partir de basidiomas (F3B) y micelio (F3M) de P. djamor fueron las que
presentaron la mayor actividad AH (Pineda-Alegria, 2017). Curvas de
concentracion se han establecido para evaluar el %ML, de H. contortus. EHA
(metanol-agua, 70-30 v:v) de biomasa de micelio de hongo N. ponderosus de siete
dias de inoculaciéon obtenido en cultivo sumergido con agitacién en medio de
papa dextrosa; (PD), Montanez-Palma e a/ (2021), reportaron en
concentraciones (mg mL?) de 1.25, 2.5, 5.0 y 20, %ML, de 7.07, 10.79, 11.29 y
12.44, respectivamente; porcentajes de ML; mas altos se obtuvieron en el
presente trabajo en la fracciéon de AE de T2, tanto del SDPd como del SEsm:
59.08-46.83, 065.83-60.83, 74.08-75.41 y 89.41-96.91, respectivamente; las
diferencias se atribuyeron al tipo de sustrato usado (PD e insumos
lignoceluldsicos), tiempo de inoculacién (7 y 30 dias), fuente de biomasa (micelio
y SD), tipo de hongo (IN. ponderosus y P. djamor) y purificaciéon del extracto
aplicado en el presente estudio (biparticion). Mismo tratamiento (SDPdT2) del
presente trabajo, pero con el hongo P. ostreatus fue evaluado por Rodriguez
Barrera ez al. (2022) en seis concentraciones de EHA metanol agua (70:30 v:v), de
las cuales a 1.25, 2.5, 5y 10 mg mL"', los %ML, de H. contortus, fueron de 24.76,
29.85, 65.63 y 77.35, respectivamente; porcentajes mas altos de ML; se
obtuvieron en el presente trabajo, particularmente en las concentraciones mas
bajas de 1.25 y 2.5 mg mL", tanto del SDPd como del SEsm: 59.08-46.83 y
05.83-60.83, respectivamente, lo cual podtia ser atribuido al tipo de hongo y su

eficacia antihelmintica (Aguilar-Marcelino ez al, 2017). Usando seis

93



concentraciones (1.25, 2.5, 5, 10, 20 y 40 mg mL.") e Ivermectina y Thiabendazole
(5 mg mL"') como controles, Colmenates-Cruz ¢ al. (2021) reportaron
mortalidad de larvas de H. contortus a partir de EHA (70:30 agua: metanol) por 24
h, para el SEsm y SD de la segunda cosecha de basidiomas (SPS2) de P. djamor,
los cuales fueron elaborados con una mezcla (1:1:1) de pasto pangola (D.
eriantha), pulpa de café (C. canephora) y olote de maiz (Z. mays), obteniendo %ML,
de 1.35, 1.75, 2.90, 3.0, 4.45 y3.85 (SEsm)y 1.6,3.75, 4.97,8.79,8.42, y 8.57
(SPS2), respectivamente; la mortalidad de larvas fue significativamente menor a la
obtenida en el presente trabajo, en las concentraciones de 1.25, 2.5, 5, 7.5 y 20
mg mL™" tanto en el SEsm (46.83, 60.83, 75.41 y 96.91%) como del SDPd: 59.08,
65.83 74.08 y 96.91%), respectivamente. Las diferencias con dicho trabajo son
atribuidas a diferentes factores como la proporcion de insumos (p.e menor
porcentaje de pulpa de café), el sistema de extraccion (mayor fase acuosa), tiempo
de maceracion (24 h) en lugar de 72 h y dos maceraciones; ademas de un proceso
de purificacién del extracto por biparticion (reportando los %ML, con la fraccion
de AE). Por lo que, para poder identificar primeramente los compuestos
asociados con la AN en cada uno de los extractos, son necesatios el
fraccionamiento biodirigido con estudios micoquimicos (Ambrosio-Bautista ez a/,
2023). En el presente trabajo, de las 22 fracciones colectadas del SDPdT2-AEC
se juntaron por CPF cinco reuniones (“R2”, “R3”, “R4”, “R5” y “R6”) y del
SEsmT2-AEC, cuatro (“R2”, “R3”, “R5” y “R8”), obteniendo a una
concentracién de 5 mg mL', %ML, por arriba del 80%, excepto en “R8”
(79.60%); sobresaliendo “R4” (95.20%) y “R6” (97.0%) del SDPdT2-AEC y
“R3” (96.40%), y “R5” (96.40%) del SEsmT2-AEC. Porcentajes mas bajos de
ML, se teportatron a una concentraciéon més alta (10 mg mL!' ) 72 h de
postconfrontacion (Colmenares-Cruz e al., 2021), a partir de la fraccion PdAct

(80.11% de ML;) de la SPS1 de P. djamor, de la cual se colectaron 13 fracciones en
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columna y se agruparon por CPF en cinco mezclas (“R17:1-3, “R2”: 4-7, “R3”: 8-
9, “R4”: 10-11 y “R5™: 12-13), la mortalidad de larvas mas alta fue en la mezcla
“R4” (14.80%) y en la “R5” se observo un efecto nemostatico de 70.24%, es
decir, disminucién de la movilidad. Las diferencias se atribuyeron a la relaciéon de
los insumos usados y a la etapa de colonizaciéon del SD, como previamente fue
seflalado. La evaluacién biodirigida contribuye a encontrar e identificar los
compuestos responsables de la actividad AH respectiva, y se realiza con las
fracciones obtenidas de los extractos sometidos al fraccionamiento en columna
(Castafieda-Ramirez et al., 2022; Gémez-Rodriguez et al., 2022). En un estudio
con EHA, la mayoria de los compuestos no migraron con la fase movil
CH,Cl;:MeOH (95:5); sin embargo, al aspetjar (spraying) las placas con Ce(SO,),
se mostrd que los perfiles de las manchas se alinearon con la migracién del perfil
del acido oleandlico; la placa obtenida por CPF de la mezcla “R4”, del presente
estudio, mostrd una migracién y separacion de los compuestos en el sistema de
elucién usado; sin embargo los perfiles de las mezclas, “R3” y “R5” del SEsmT2-
AEC, la mayoria de los compuestos no emigraron en la fase movil: agua-
acetonitrilo  (50:50), esto podria deberse a la presencia de compuestos
glucosidicos (Cruz-Arévalo ez al, 2020) presentes en los sustratos sin micelio, por
lo que la conjugacion de aztcares en estos sustratos podria explicar la dificultad
de migracién de los compuestos sobre las placas de silice asi como la separacion
cromatografica (Cruz-Arévalo e al, 2020) como fue observada en las reuniones
del SD de P. djamor. Sin embargo, las reuniones (5 mg mlL") seleccionadas en
ambos sustratos, presentaron %ML, de H. contortus, cerca del 80%, entre 82 y
87%, y > 95%. Para una calificacién de actividad AH, los estindares de la
Asociacion Mundial para el Avance de la Parasitologia Veterinaria (WAAP,
World, Association for the Advancement of V eterinary Parasitology) ha establecido que un

90% de eficacia es considerada muy buena, mientras que un 80-90% es
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moderadamente efectiva (Wood e# al, 1995 en Cruz-Arévalo et al., 2020). Con
base a los estandares de la WAAP, en el presente trabajo, las reuniones “R4” y
“R6” (SD de P. djamor), y “R3” y “R5” (SEsm), incluyendo las MR de ambos
sustratos, fueron consideradas de muy buena eficacia para inhibir la motilidad de
las 1, de H. contortus. Las 1, sin movimiento (inmoviles) cuantificadas en este
estudio como %\, muertas de H. contortus, se han reportado con este
comportamiento en estudios realizados con AH quimicos contra NGI (Martin,
1979 en Moreno-Garcia, 2013), y se ha explicado en funcién del mecanismo de
accion de los farmacos, por ejemplo, las LM inhiben la transmisiéon neuronal y la
contraccibn muscular, provocando paralisis en los musculos somaticos y
taringeos (Joyner, 2010, Portillo ef al., 2003); el Abendazol, al inhibir la sintesis de
los microtibulos y alterar irreversiblemente la captacion de la glucosa, da como
resultado que el parasito se inmovilice y muera con lentitud por falta de energfa
(Katzung, 2007 en Moreno-Garcfa, 2013). Colmenares-Cruz e al. (2021)
reportaron %ML, de H contortus para las mezclas “R4” y “R5” (5 mg mLL") de
35.61 y 46.76, respectivamente, dichas mezclas se obtuvieron de EHA de SD de
P. djamor (SPS1); la mortalidad de larvas fue menor a las obtenidas en el presente
trabajo, y podria atribuirse al estado de colonizacién del SD, por lo que el SDP2,
demuestra mayor eficacia con base a los estandares de la WAAP (Wood ez 4/,
1995 en Cruz-Arévalo et al., 2020). La caracterizaciéon de “R4” y “R5” por CG-
EM realizada por Colmenares-Cruz e al. (2021) revel6 para “R4”, compuestos
aromaticos como alcohol veraltrilico (47.83%), cafeina (13.73%) y 4-hidroxi-
3,5,5-trimetil-4-[3-oxo-1-butenil]-2-ciclohexen-1-ona (7.25%), otros como 5,6-
dimetoxi-1(3H)-isobenzofuranona (3.45%), acido benzoico (2.77%), coumaran
(2.04%), acido a-toluico (0.94%), y n-dibutil phthalato (0.74%), entre otros, en
total 21 componentes; mientras que “R5” present6 cafeina (84%, TR de 19.9

min) y un compuesto no identificado (15.83%, TR de 39.90 min); los autores
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reportaron un efecto sinérgico entre las moléculas, al observar una mayor ML,
(80%) en la fraccion de acetato de etilo (PdAct) y que disminuy6 a <66% al ser
sometida a un fraccionamiento bio-dirigido. En el presente trabajo, se
identificaron por CG-EM metabolitos que fueron comunes entre las reuniones
como acidos grasos (acido  n-hexadecanoico, hexadecanamida, y
octadecanamida), phthalatos, y cafeina; y otros que fueron propios de cada
reunién, como alcohol 3,4-dimetoxibencilico, 5,6 dimetoxi benzofuranona-1(3H),
5-Hidroxi-1,3-dimetillidolinona-2 ~ (“R4”); 2,24  trimetil-1,3  pentanediol
diisobutirato (“R6”) del SDT2-AECR de P. djamor; y del SEsmT2-AECR, 2,3-
dihidrobenzofurano, 2-metoxi-4-vinilfenol y nandrolona (“R3”), y tereftalato de
bis(2-etilhexilo (“R5”). Los acidos grasos (acido pentadecanoico, acido palmitico,
sitosterol y acido linoleico) son compuestos que se han reportado y se les ha
atribuido AN, asi como a alcaloides, quinonas, péptidos, terpenoides, polifenoles,
taninos, acidos grasos y B-sitosterol, entre otros (Li y Zhang, 2014, Rodriguez-
Barrera et al., 2021; Gonzalez-Cortazar ef al., 2021; Castaneda-Ramirez ¢/ a/., 2020;
Pineda-Alegria ez al., 2017; 2020; Colmenares-Cruz et al., 2021; Cruz-Arévalo et al.,
2020). Estudios previos han notificado la importancia de mezclas de metabolitos
secundarios en las fracciones activas y su importancia en la actividad AH, y se ha
propuesto que no solo a una molécula en particular se atribuye la actividad contra
los nematodos sino a una mezcla de ellas (Ambrosio-Bautista ez a/, 2023). Por
ejemplo, el acido cafeico no es una molécula activa por si misma, sino que actda
como compuesto sinérgico contra huevos de Cogperia spp. y H. contortus (Vargas-
Magana et al., 2014 en Colmenares-Cruz ef al., 2021); también se ha reportado
efecto contra las bacterias: Escherichia coli y Staphylococcus anrens (Da Silva, 2015).
En el presente trabajo, la actividad AH mas alta del tratamiento T2 podria
atribuirse a un mayor porcentaje de C. canephora (66.66) que en T5 (33.33), y un

menor porcentaje de los otros insumos, como el pasto pangola (D. eriatha) el cual
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normalmente es considerado un material sin ninguna actividad AH, y que se ha
usado en el control de dietas de estudios involucrando animales infectados con
NGI (Castafieda-Ramirez ef al., 2022); a diferencia de los residuos de café (C.
arabica) que han demostrado actividad AH 7z witro en un reporte del 2016
(Castafieda-Ramirez ef al., 2022). También se ha demostrado que la cafeina causa
choques térmicos, promueve la proteostasis, induce una alta expresion de genes
de la familia cyp-35A e inhibe el desarrollo larvario temprano de Caenorbabditis
elegans y reduce el movimiento de Galleria mellonella (Min et al., 2015; Maguire ef al.,
2017; Brunquell ez al., 2018 en Colmenares-Cruz et al., 2021). La diversidad de
metabolitos con actividad AH (~200 compuestos téxicos con AN) encontrados
en los hongos (Salmones ez al., 2020), hace manifiesto que no solamente el tipo
de extracciéon o la cepa son importantes a considerar para la obtencién de
metabolitos nematicidas, sino también los sustratos y/o mezclas de los mismos
donde se desarrollan los hongos, son factores que influyen en la produccion de
compuestos bioactivos contra nematodos (Comans-Pérez ef al., 2021); ademas de
las fases de crecimiento de P. ostreatus, en las cuales se han reportado variaciones
en las moléculas bioactivas, encontrando un mayor contenido de azucares
reductores, fenoles y flavoniodes en extractos acuosos de basidiomas maduros, y
un mayor contenido de carbohidratos y fenoles en primordios (Beltran ez a/, 2019
en Colmenares-Cruz ef al., 2021).

En extractos acuosos de plantas con actividad AH contra H. contortus también se
han reportado bionematicidas, como en Pluchea sericea y Artemisia tridentata, para
las cuales se reporté una concentracion letal media (CLsj) de 23.21 y 23.26 mg
mlL." respectivamente, para la IEH, y de 20.36 y 27.18 mg mL.", respectivamente,
para mortalidad larvaria (Luck-Montero e al., 2018); entre tales valores de CLs,
no se observaron diferencias significativas (p>0.05), ya que hubo traslape entre

los limites fiduciales al 95%. Montafiez-Palma e# a/. (2021), reportaron CL,,de
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EHA de micelio del hongo Neolentinus ponderosus contra larvas (IL;) de H. contortus
de 0.55.

En el presente trabajo, la CE,, del SDT2-AE de P. djamor fue de 0.63 mg ml.,
mayor a la reportada con micelio de N. ponderosus siendo por lo tanto mas efectiva
que el EHA de SD de P. djamory atin mas toxico que el SEsmT2-AE con una CE,
de 1.62771 mg mL! EHA metanol: agua (70:30 v:v) obtenidos a partir de SEsm
(T1, T4 y T8) usados comunmente en la producciéon comercial de Pleurotus spp.
(olote de maiz (Z. mays (Zm)), pulpa de café (C. canephora (Co)), y pasto pangola
(D. eriantha Steud (Di), mostraron concentraciones efectivas 50% (CE;) de
1.1897, 1.5764 y 1.1934 mg mL!, respectivamente, contra 1y de H. contortus
(Castafieda-Ramirez e al. (2022), las cuales fueron menores a la CE;, del
SEsmT2-AE del presente trabajo. Las diferencias se atribuyeron a la proporcion
de los insumos usados, T1 (100%, Co), T4 (100%, Zm) y T8 (16.16% de cada
insumo), mientras que en el presente trabajo: T2 (16.16% Zm, 16.16% Di y
06.66% Co). Estudios han demostrado la importancia de la mezcla de
metabolitos secundarios en las fracciones activas, indicando que la AN no se
atribuye a una simple molécula de los hongos, sino que esta actividad puede ser
favorecida por la sinergia entre moléculas (Castaneda-Ramirez ez al, 2022;
Ambrosio-Bautista ¢ al., 2023; Colmenares-Cruz e# al., 2021; Pineda Alegtia ef al.,
2020; Cruz-Arévalo et al., 2020). Lo anterior se ha demostrado con moléculas
puras (acido pentadecanoico, acido palmitico, 3-sitosterol, acido estearico y acido
linoleico) y sus combinaciones contra H. contortus (Pineda Alegtia ez al, 2020). En
la fraccion activa “F5” se encontré B-sitosterol (Cruz-Arévalo ez al., 2020), el cual
puede estar conjugado con azucares (B-sitosterol glucésido), su CEg, fue de
0.0825 mg mI" en la confrontacion contra el nematodo C. elegans (Deepak ¢t al.,
2002 en Cruz-Arévalo et al, 2020). La AN del SEsm se ha relacionado con la

presencia de azucares y polifenoles (Carrasco-Cabrera ez al., 2019 en Colmenares-
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Cruz et al., 2021). Se sabe que los glucdsidos tienen propiedades nematicidas
(Hrckova y Velebny, 2013 en Cruz-Arévalo e al, 2020); también se ha
documentado que alcoholes, derivados de acidos grasos, aldehidos, terpenos y
compuestos fenodlicos, actian sinérgicamente en la AN (Park ez a/ (2007) en
Cruz-Arévalo e al., 2020). A partir de EHA de basidiomas de P. djamory L. edodes,
Ambrosio-Bautista ¢ a/. (2023) reportaron CEy, de 0.948 y 0.856 mg ml.
respectivamente; a partir de EHA de micelio del hongo Neolentinus ponderosus
contra L; de H. contortus, la CL,, estimada por Montafiez-Palma ez a/. (2021), fue
de 2 mg mL"; mientras que en el presente estudio, la CE,, del SDT2-AE de P.
djamor y SEsmT2-AE, fue de 37.74 y 11.11 mg mL" La AN de menor CE
observada con los EE evaluados en el presente trabajo, demuestra que la
efectividad de los bio-nematicidas dependera no solo del tipo de hongo, sino de
la parte usada, asi como del proceso de elaboraciéon de los sustratos. La CE;; y
CE,, reportadas en el presente trabajo, demostré que a una CE;, el SDT2-AE de
P. djamor es mas toxico o mas efectivo que el SEsm; sin embargo, a una CE,, el
sustrato sin micelio resultd ser mas toxico que el SDPdT2-AE para inmovilizar
larvas L, de H. contortus; por lo que el SDT2-AE de P. djamor al igual que el
SEsmT2-AE evaluados en este trabajo, podrian considerarse como alternativa
sustentable para el control de NGI en pequefios rumiantes con potencial
nematicida que podrian producir cuadros de toxicidad con dano fisico aparente
en las larvas como los reportados en otros trabajos: actividades de paralisis e
inactivacion de L, (Rodriguez-Barrera ez al, 2021); degradacion de la cuticula
(Soares ¢t al., 2019 en Colmenares-Cruz et al., 2021); alteraciones de la membrana,
homeostasis y alteraciones ultraestructurales en la ruta transcuticular
(Colmenares-Cruz et al., 2021); tlceras internas y contracciones con las L, del

control negativo las cuales parecieron muy activas y sin dafio fisico aparente

(Cruz-Arévalo et al., 2020; Cruz-Arévalo, 2017).

100



9. CONCLUSIONES

La actividad nematicida 7z vitro de los extractos etandlicos vario en funcién de la
polaridad de los disolventes; las mortalidades mas altas de L; de H. contortus se
obtuvieron con las fracciones de hexano y acetato de etilo, tanto en T2 como en
T5. La proporcion de los insumos lignocelulsicos, influy6 en la mortalidad de
larvas, T2 con 66% de pulpa de café (Coffea canephora) mostré mortalidades mas
altas que T'5 con solo el 33%. La fraccion de acetato de etilo de los dos sustratos
(SDPd y SEsm) presentaron incremento de mortalidad de larvas infectantes I,
de H. contortus conforme aumentdé la concentracion de cada sustrato; sin
embargo, el SEsm mostré porcentajes mas altos (>90%). Las reuniones de T2-
AE del SD de P. djamor y del SEsm, mostraron efecto nematicida significativo
(>90%). Se identificaron compuestos nematicidas de naturaleza fendlica en el SD
de P. djamor asi como en el SEsm, lo que evidenci6 un efecto asociado de
metabolitos entre P. djamor y los insumos lignocelulosicos. La actividad
nematicida zz vitro encontrada se atribuyé no solo a un metabolito en particular,
sino a una mezcla de ellos, reportada también por otros autores. A una CE;, el
SDT2-AE de P. djamor, demostré6 mayor efecto nematicida que el SEsm; sin
embargo, a una CE,, el SEsm fue mas toxico que el SDPdT2-AE, quizas
atribuido principalmente a la pulpa de café. Los resultados obtenidos indican que
para el control de larvas I; de H. contortus, resulta importante considerar la fuente
de insumos lignocelulésicos para elaborar el SD de P. djamor, ademas, el SEsm a
base de pulpa de café podria representar otra alternativa sustentable y sostenible

para el control de NGI en ovinos.
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. PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

Evaluar el efecto nematicida de la cafeina comercial sobre larvas infectantes
L, de H. contortus.

Realizar experimentos en ovinos mediante pruebas de dosificaciéon con las
fracciones que presentaron mayor efectividad con fuentes de alimentacion
tradicional.

Realizar pruebas con jerbos (Meriones unguiculatus) para evaluar actividad
nematicida contra H. contortus.

Evaluar la actividad nematicida sobre otras etapas parasiticas de H. contortus

como huevos para la IEH, larvas juveniles (J2).
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a Alfa
A Fraccion acuosa
AE Fraccion de acetato de etilo
AH Antihelminticos
AN Actividad nematicida
ATP Adenosin trifosfato
B Fraccién butanol
B Beta
CB Control biolégico
CE;, Concentracion efectiva al 50%
CE,, Concentracion efectiva al 90%
°C Grados Celsius
CN Compuestos nematicidas
Cl 16n cloro
Ce(SO,), Sulfato cérico
CO, Bioxido de carbono
CG-EM Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas
CPF Cromatografia en placa fina
CuOr 16n 6xido de cobre
Cu 16n cobre
cm Centimetro
DL, Dosis letal al 50%
DL, Dosis letal al 90%
DMSO Dimetilsulféxido
EB Eficiencia biolégica
EC. Ecuacion
EE Extracto etandlico concentrado
E.E.U.U Estados Unidos de América
EHA Extractos hidroalcohodlicos
FDA Food Drugs Administration
GABA Acido gama amino butirico
Glu Glutamato
g Gramo
5 Delta
h Hora
H Fraccién de hexano
H,O Agua
HCI Acido clothidrico
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.M
min
mg

ml
ML
ML,
MR
NA
nm

n+n
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PD
PdAct
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PdAcO
PdAct

rpm
Rf
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SDP
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Inhibidores microtubulares
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Inhibicion de la mortalidad de larvas infectantes

Ivermectina

Larvas juveniles del segundo estadio
Kilogramo

Litro

Larvas infectantes

Lactonas macrociclicas
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Miligramo

Microlitro

Mililitro

Mortalidad de larvas

Mortalidad de larvas infectantes
Muestra de referencia

Nematodo adulto

Nanometro

Células uninucleadas

Micelio secundario

Nematodo adulto

Hipoclorito de sodio

Nematodos gastrointestinales
Neurotransmisores inhibidores
Oxigeno molecular

Pared celular

Papa dextrosa

Pleurotus djamor acetato de etilo

Peso molecular

Proteina transportadora transmembrana
Fraccion acuosa de Pleurotus djamor
Fraccion de acetato de etilo de Pleurotus djamor
Resistencia antihelmintica
Revoluciones por minuto

Retenciéon frontal

Sustrato degradado

Sustrato degradado de Pleurotus
Sustrato degradado de Pleurotus djamor
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SEsm
SPS
SPS1
SPS2
SPdS1
SPdS2
SDPdT2-2

SDPdT5-2

SA
SEsm
SEsm-T?2
SEsm-T5
SLO!
T2
T5
TP
TR
Mg

A%

Sustrato estéril sin micelio

Sustrato estéril de Pleurotus

Sustrato degradado de Pleurotus primera cosecha
Sustrato degradado Pleurotus segunda cosecha
Sustrato degradado de Pleurotus djamor primera cosecha
Sustrato degradado Pleurotus djamor segunda cosecha
Sustrato degradado de P. djamwor del tratamiento T2
segunda cosecha de basidiomas

Sustrato degradado de P. djamor del tratamiento T5
segunda cosecha de basidiomas

Sustrato agotado

Sustrato estéril sin micelio

Sustrato estéril sin micelio del tratamiento T2
Sustrato estéril sin micelio del tratamiento T5
Receptor inhibitorio

Tratamiento T2

Tratamiento T5

Tasa de produccion

Tiempo de retencion

Microgramo

Volumen: volumen
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