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R Haemonchus contortus es el parasito mas dafiino, prevalente y de impor-
esumen tancia economica en ovinos. Investigaciones recientes analizan la eficacia
de extractos de hongos como estrategia de control biologico. Esta investigacion evalua la actividad nematicida
de extractos acuosos e hidroalcohdlicos de Pleurotus ostreatus contra L3 de H. contortus. Los hongos empleados
en el estudio provinieron de cinco unidades de produccién de la Region de Amecameca, Estado de México. El
solvente para los extractos acuosos fue agua destilada, y para los extractos hidroalcohélicos, una dilucién eta-
nol-agua (70:30) procesada mediante rotoevaporacion; ambos extractos se liofilizaron. La infeccion artificial de
un ovino donador (350 L3/kg PV) permiti6 obtener las larvas. La dosis empleada en los bioensayos fue de 20 mg/
mL, con L3 desenvainadas con hipoclorito de sodio al 0.187%, utilizando como control negativo agua destilada
y como control positivo ivermectina (10 mg/mL), con diez lecturas, tres repeticiones y una confrontacién de 72 h
por extracto. Los porcentajes de mortalidad para los extractos acuosos oscilaron entre 26.13 y 69.54 %, y para los
hidroalcoholicos, entre 3.68 y 18.15 %. El control de H. contortus representa un gran desafio; lograrlo significa
reducir al minimo su presencia y las afectaciones a la salud y bienestar de los ovinos.
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Ab t t Haemonchus contortus is the most harmful, prevalent, and economica-
S rac Ily significant parasite in sheep. Recent studies have explored the efficacy
of fungal extracts as a biological control strategy. The present study evaluates the nematicidal activity of both
aqueous and hydroalcoholic extracts of Pleurotus ostreatus against L3 larvae of H. contortus. The fungi used were
sourced from five production units in the Amecameca region, State of Mexico. Aqueous extracts were prepared
using distilled water, while hydroalcoholic extracts employed a 70:30 ethanol-water solution processed by rotary
evaporation; all extracts were subsequently lyophilized. Larvae were obtained through artificial infection of a
donor sheep (350 L3/kg BW). Bioassays were conducted using a dose of 20 mg/mL, with L3 larvae exsheathed
in 0.187% sodium hypochlorite. Distilled water served as the negative control, and ivermectin (10 mg/mL) as the
positive control. Each assay included ten readings, three repetitions, and a 72-hour exposure per extract. Mortality
rates for the aqueous extracts ranged from 26.13 to 69.54%, while hydroalcoholic extracts resulted in mortality ra-
tes between 3.68 and 18.15%. Controlling H. contortus remains a considerable challenge; effective management
requires minimizing parasite presence and mitigating its impact on the health and welfare of sheep.

Keywords: Domestic animal, biological control, fungus, parasites, Haemonchus contortus.
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1. Introduccion

Haemonchus contortus es el pardsito mas da-
fiino, prevalente y de importancia econdmi-
ca en ovinos. Investigaciones recientes han
analizado la eficacia de extractos de hongos
como estrategia de control biologico. El pre-
sente estudio evalta la actividad nematicida
de extractos acuosos e hidroalcohodlicos de
Pleurotus ostreatus contra L3 de H. contortus.

Los hongos empleados en el estudio provi-
nieron de cinco unidades de produccion de
la region de Amecameca, Estado de México.
El solvente para los extractos acuosos fue
agua destilada, y para los extractos hidroal-
coholicos, una dilucion etanol-agua (70:30)
procesada mediante rotoevaporacion; ambos
extractos fueron liofilizados.

La infeccion artificial de un ovino donador
(350 L3/kg PV) permitio obtener las larvas.
La dosis utilizada en los bioensayos fue de
20 mg/mL, con L3 desenvainadas con hipo-
clorito de sodio al 0.187 %, empleando como
control negativo agua destilada y como con-
trol positivo ivermectina (10 mg/mL), con
diez lecturas, tres repeticiones y una confron-
tacion de 72 h por extracto.

Los porcentajes de mortalidad para los ex-
tractos acuosos oscilaron entre 26.13 y 69.54
%, y para los hidroalcoholicos, entre 3.68 y
18.15 %. El control de H. contortus represen-
ta un gran desafio; lograrlo implica reducir al
minimo su presencia y las afectaciones a la
salud y bienestar de los ovinos.

Al respecto, en un estudio realizado con ani-
males sacrificados en un rastro de Tabasco,
Meéxico, se determind que el 57.4 % de los
animales estaba parasitado y que la carga pa-
rasitaria de NGI era significativa. En el abo-

maso, la prevalencia de Haemonchus contor-
tus fue de 37.2 % y de Trichostrongylus axei
de 4.1 %. En el intestino delgado, se identifi-
caron cinco especies de nematodos con preva-
lencias diferenciadas: Cooperia curticei (36
%), Trichostrongylus colubriformis (25.2 %),
Strongyloides papillosus (3.3 %), Ostertagia
ostertagi y Bunostomum trigonocephallum
(0.8 %). En tanto que, en el intestino grueso,
se comprobo la presencia de Oesophagosto-
mum columbianum (11 %) y Trichuris ovis
(0.41 %) (Gonzalez et al., 2011). También se
ha demostrado que las poblaciones de NGI
estrongilidos pueden variar con la época del
afio, con 95 % en lluvias y 91 % en la época
de seca, y dentro de éstos H. contortus varia
su incidencia con 29 y 37 %, respectivamente
(Camacho et al., 2021). Aunque las parasito-
sis varian a lo largo del afno no solo por las
condiciones ambientales, sino por la prolifi-
cidad y prevalencia de los parasitos, éstas se
presentan como una constante en los rebafios
y el nivel de sus efectos estd asociada con la
carga parasitaria y la patogenicidad de los
parasitos, que suele ser diferencial (Zaragoza
Vera et al., 2021).

Ante esta problemadtica, histéricamente la
principal estrategia empleada para el control
de NGI ha sido la aplicacion de compuestos
antihelminticos sintéticos. La alta eficacia de
estos farmacos, vinculada tanto a su poder
residual como a su amplio espectro antipara-
sitario, si bien en un inicio resolvié el proble-
ma, a la larga generd graves consecuencias
al crear un falso sentido de seguridad en los
productores. Estos sustituyeron el diagndsti-
co y el asesoramiento profesional por su uso
indiscriminado e irracional, lo que derivo
en el desarrollo de resistencia por parte de
los parasitos y en severos dafnos al ambien-



te, principalmente al suelo, debido a la acu-
mulacion de los farmacos depositados junto
con los desechos de los animales (Sepulveda
Vazquez et al., 2018).

Es por ello que, desde hace afios, el desa-
fio se ha orientado a lograr el control de las
parasitosis de manera que los animales pue-
dan mantener una adecuada productividad,
sin que los parésitos manifiesten resistencia
antihelmintica. Para tal efecto, se plantea el
Manejo Integrado de las Parasitosis (MIP),
que implica combinar y/o complementar el
control quimico con otras estrategias no qui-
micas. Esto supone considerar las caracteris-
ticas y condiciones especificas en que se de-
sarrollan los rebanos, con el fin de combatir
las diferentes fases del ciclo bioldgico de los
parasitos y reducir el empleo de antihelminti-
cos quimicos (Salgado Moreno et al., 2017).
De la diversidad de estrategias sustentables,
la utilizaciéon de la resistencia genética del
hospedero ha mostrado alta eficacia, princi-
palmente en ovinos de pelo de los tropicos
(Morteo Gomez et al., 2021).

Como parte de estas estrategias, se busca intro-
ducir en el MIP nuevas alternativas que, ade-
mas de incidir en el control de los parasitos,
reduzcan significativamente los dafios provoca-
dos al ambiente, con el fin de lograr un control
sostenible que integre diferentes dimensiones
—ecologica, ética, cultural, politica y econd-
mica— como base de las interacciones sociales
con la naturaleza, abordando de forma sisté-
mica esta problematica (Benitez et al., 2021).
Esto implica que dichas alternativas, ademas de
regular las poblaciones de parasitos, se imple-
menten mediante una gestion adecuada de los
recursos ecologicos en beneficio de las pobla-
ciones (Dominguez Solis et al., 2023).
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Dentro del control bioldgico, destacan los
estudios que evaltian el uso de extractos de
plantas y hongos tanto silvestres como cul-
tivados; en estos ultimos, las contribuciones
se han desarrollado con el hongo shiitake
(Lentinula edodes) y principalmente, con di-
ferentes especies del hongo ostra Pleurotus
spp. Pineda Alegria et al. (2021), evaluaron
el efecto ovicida de tres extractos (agua, ace-
tato de etilo y metanol) de basidiomas de L.
edodes contra huevos y larvas de H. contor-
tus. La mayor eficacia en la inhibicion de la
eclosion de huevos (IEH) (100 %) se obtuvo
con los extractos de acetato de etilo, en 4 con-
centraciones (5 a 40 mg/mL), seguidas por el
extracto acuoso (36.1 % a 20 mg/mL) y el
extracto con metanol (17.7 %, a 10 mg/mL).

Haemonchus contortus, es el parésito de
mas prevalencia e importancia en los ovi-
nos. Se aloja en el abomaso y sus habitos
hematdfagos causan severos dafios, ya que
cada nematodo puede ingerir hasta 50uL de
sangre al dia; esta pérdida de sangre provo-
ca anemia e hipoproteinemia, reduciendo de
forma significativa la correcta digestion y ab-
sorcion de nutrientes, lo que afecta de igual
forma el metabolismo energético. Aunado a
ello, su alto grado de adaptabilidad y proli-
ficidad causa cuadros de diferente severidad,
al provocar disminucion del apetito, pérdida
de peso, debilidad, anemia, mucosas palidas,
emaciacion, edema mandibular, entre otros
signos; condiciones que favorecen el desarro-
llo de otras enfermedades y pueden provocar
la muerte del ovino. Contra este parasito se
han empleado diferentes tratamientos quimi-
cos como albendazol 5 mg/kg, fenbendazol
5 mg/kg, oxfendazol 5 mg/kg, levamisol 7.5
mg/kg, ivermectina 0.2 mg/kg, moxidectina
0.2 mg/kg y closantel 10 mg/kg; sin embargo,
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el parésito ha desarrollado la capacidad de
resistencia multiple, lo que vuelve mas com-
plejo su control (Aduci et al., 2021; Cuevas,
2019; Emery et al., 2016; Lopez Rodriguez
et al.,2023; Pérez Bautista et al., 2021; Sele-
mon, 2018;).

Al respecto, en un estudio realizado en sie-
te unidades de produccion pecuaria (UPP)
ovinas del tropico mexicano, se evalud la
resistencia antihelmintica de tres farmacos
comerciales administrando dosis de 5 mg/
kg PV de bencimidazol (BZ); 0.2 mg/kg PV
de ivermectina (IVM) y 7.5 mg/kg PV de le-
vamisol (LEV). Se determino la cantidad de
huevos por gramo de heces antes y después
de su aplicacion; se comprobd que en todas
las UPP habia resistencia multiple, principal-
mente en H. contortus, Trichostrongylus spp.
y Oesophagostomum spp. Los rangos de re-
sistencia oscilaron entre 0-48% con BZ, de
29-82% con IVM y de 1-88% con LEV (He-
rrera-Manzanilla et al., 2017).

Como parte del control biolégico con hon-
gos comestibles, se han realizado diversas
investigaciones contra H. contortus, dada su
importancia en la ovinocultura. Algunos han
comparado la eficacia de diferentes especies
de Pleurotus contra este nematodo, aunque la
mayoria tiende a enfocarse a una sola especie.
Dentro de los comparativos, Sanchez-Salga-
do et al. (2021), evaluaron la actividad nema-
ticida in vitro del micelio de las especies P.
ostreatus, P. eryngii y P. djamor, contra L3
de H. contortus, determinando un porcentaje
de mortalidad de 81.5 %, 87.4 % y 31.3 %,
respectivamente. En un estudio similar, Co-
mans Pérez et al. (2021), probaron la eficacia
de extractos organicos del micelio de siete
hongos en los que se incluyo a tres especies

de Pleurotus, contra L3 de H. contortus. La
mayor mortalidad se obtuvo con L. edodes
(93.9 %), seguida por P. eryngii (91.9 %), P.
ostreatus (88.5 %) y P. cornucopiae (88 %) a
las 72 h post-confrontacion, a una concentra-
cioén de 200 mg/mL.

De los estudios realizados con una sola es-
pecie, Pineda Alegria ef al. (2017), probaron
el extracto hidroalcoholico de basidiomas
frescos de P. djamor, contra huevos y larvas
de H. contortus. No hubo efecto ovicida a las
concentraciones empleadas, pero si un efec-
to larvicida a las 72h, de 77 % (160 mg/mL)
y 98.7 % (320 mg/mL). Por su parte, Cruz
Arévalo et al. (2020) realizaron extractos hi-
droalcohédlicos (HA) y aceténicos (AE) de
basidiomas de siete cepas de P. eryngii a una
concentracion de 20 mg/mL contra L3 de este
nematodo. Todas las cepas mostraron activi-
dad larvicida; el mayor porcentaje de morta-
lidad fue para HA con un rango de 11.5-18.8
%, en tanto que para AE oscild entre 2.30
y 9.63 %.

En los estudios que emplean P. ostreatus,
Magalhaes de Matos et al. (2020), evalua-
ron in vitro e in vivo el efecto del extracto
acuoso contra huevos y L3 de H. contortus,
identificando como compuestos activos a los
acidos linolelaidico, 9,15-octadecadienoico,
oxalico, tetradecanoico y tridecanoico. La in-
hibicion de la eclosion de huevos se alcanzo
al 100% (2.24 mg/mL), en tanto que el efec-
to larvicida de 94.7 % (50 mg/mL). En el in
vivo, emplearon jerbos (Meriones unguicula-
tus) como animales experimentales, pero no
encontraron resultados significativos. Estos
estudios muestran la diversidad de estrate-
gias metodologicas empleadas y como estas
pueden ser determinantes en los resultados



que se obtengan; no obstante, demuestran la
actividad nematicida de Pleurotus spp.

2. Materiales y Método
a. Area de estudio

La investigacion se realizo en los munici-
pios de Amecameca, Ayapango, Juchitepec
y Tenango del Aire, ubicados en la region
suroriente del Estado de México. En la Ta-
bla 1, se presentan los datos de localizacion,
climaticos y edafolégicos. Para 2022, la ac-
tividad economica preponderante en Ameca-
meca fue la de servicios (85.4 %), el sector
agropecuario representd solo el 3.2 %, con
el cultivo de productos agricolas, (principal-
mente maiz) y la crianza de ganado bovino
y porcino. En Ayapango, 42.8 Km? (84.1 %)

Tabla 1

se destinan al sector agropecuario que aporta
el 89.9 % de los ingresos, con la crianza de
bovinos, porcinos, ovinos, caprinos y aves de
corral; el sector de servicios aporta el 10.05
%. En Juchitepec, las actividades agropecua-
rias ocupan el 83.1 % del uso del suelo; en el
sector pecuario destaca la crianza de ovinos,
que en 2020 alcanzé 22,357 cabezas de ga-
nado, ubicandolo en el principal productor a
nivel estatal. Finalmente, en el municipio de
Tenango del Aire el 68.4 % de la superficie
estd destinada a las actividades agropecua-
rias que generan el 29.3 % de los ingresos.
Los principales productos agricolas son el
maiz, amaranto y avena; y en el sector pe-
cuario, destaca la crianza de bovinos, porci-
nos, ovinos y caprinos (COPLADEM, 2022;
SIACONG-NG, 2020).

Datos de localizacion, climaticos y edafologicos de los municipios

COORDENADAS ALTI- . .  SUELOS
MUNICIPIO z[g ]E:Igfn{) TUD CLIMA T(lzlc‘; 12:1’[3) PREDOMI-
LATITUD LONGITUD (msnm) NANTES
Amecameca 10 073" ogeagrin o 172.9 2480  Cwb) 149 1752 Andosol y
N Litosol
19°07'37" o rornan Regosol, Areno-
Ayapango N 98°48'09" O 50.83 2,450 Cw 14.7 900 sol y Umbrisol
Juchitepee 10 0007 ggespisin g 141.09 2,530 Cw 1405 749 eptosol, Areno-
N sol y Phaeozem
Tenango del = 19°09°25"  g05y141m 38.09 2,285 Cw 139 gs3  LitosolyAn-
Aire N dosol

*TMA = Temperatura media anual; *PMA = Precipitacion media anual; Cw = Templado subhtimedo con lluvias
en verano; Cw (b) = Templado con invierno seco, calido y templado.

Nota. Elaboracion propia con base en informacion de INEGI (2015) y COPLADEM (2022).
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b. Tipo de Investigacion

El presente es un estudio cuali-cuantitativo,
experimental y transversal. Las variables in-
dependientes fueron los extractos acuosos e
hidroalcohdlicos (20 mg/mL) y la dependien-
te la mortalidad de larvas L3 de H. contortus.
El control negativo fue agua destilada y el
positivo, Ivermectina (10 mg/mL).

c. Proceso metodologico
»  Obtencion y procesamiento de hongos

Los hongos fueron colectados directamente
de Unidades de Produccion (UP) ubicadas en
los municipios de Amecameca, Delegacion
San Pedro Nexapa (UP-1 y UP-2), Ayapan-
go, Delegacion San Cristobal Poxtla (UP-3),
Juchitepec, Delegacion San Matias Cuijingo
(UP-4) y Tenango del Aire, Delegacion San
Mateo Tepopula (UP-5). Excepto UP-3 que
requiere para su cultivo, adquirir insumos en
«Hongos Camacho, SPR de RL» en Ixtlahua-
ca, Estado de México; el resto de los produc-
tores adquieren el inoculo con la empresa
PRODISET®. De acuerdo con las especifica-
ciones del fabricante de los in6culos todos se
realizan en semillas de trigo; UP-1 emplea la
semilla Pleurotus ostreatus (BPR-3) y como
sustrato una mezcla de rastrojo de maiz con
paja de avena; UP2, P. ostreatus (BGAT) y
rastrojo de maiz; UP-4, (BGAT) y paja de tri-
go; y UP-5, P. ostreatus (B2) y paja de trigo.
En el caso de UP3, adquiere la semilla P. os-
treatus variedad blanca inoculada en sorgo y
emplea como sustrato paja de trigo.

Se colectaron muestras de 1 Kg del hongo
fresco, que se depositaron en bolsas plésti-
cas debidamente etiquetadas con los datos de
identificacion. Durante 10 dias, se sometie-
ron a un proceso de secado, realizado en el

Laboratorio de la Licenciatura en Medicina
Veterinaria y Zootecnia del Centro Universi-
tario UAEM Amecameca, Km 2.5 Carretera
Amecameca-Ayapango, Estado de México,
colocando los hongos sobre charolas con
base de papel absorbente, el cual se cambio
periodicamente cada vez que se encontraba
humedecido. Las muestras secas, se deposi-
taron en bolsas de polipapel etiquetadas, para
su traslado al laboratorio del INIFAP en Jiu-
tepec, Morelos.

e Obtencion de

e hidroalcohdlicos

extractos acuosos

Este procedimiento se realizo en la Unidad
de Helmintologia del Centro Nacional de In-
vestigacion Disciplinaria en Salud Animal e
Inocuidad (CENID- SAI) del Instituto Nacio-
nal de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias (INIFAP) ubicado en Jiutepec,
Morelos, México.

Con una balanza granataria (Modelo VE-
2610, marca VELAB), se pesaron muestras
de 50 g de los basidiomas deshidratados
(dos de cada UP, una por extracto), que se
fragmentaron con unas tijeras esterilizadas.
Los fragmentos se colocaron en frascos de
vidrio de tapa de rosca esterilizados; a uno
se le agregd 500 mL de agua destilada y a
otro, 500 mL de la solucion hidroalcoholica
preparada con etanol al 96% y agua destila-
da en una proporcién 70:30. Los frascos se
forraron con papel aluminio, rotularon y de-
jaron reposar por 24h a temperatura ambien-
te. Transcurrido este tiempo, el material fue
filtrado siguiendo la técnica propuesta por
Cuevas (2019). Para los extractos acuosos, se
realizaron dos filtrados, el primero colocando
sobre un matraz Erlenmeyer (VeraVitrum) de
1000 mL un embudo (Corning 6220-100) con



una torunda de algodon en el que se verti6 la
solucidn del frasco; para el segundo, se sus-
tituy6 la torunda de algodon por papel filtro.
El material filtrado se colocd en porciones de
20 mL en tubos de polipropileno de 50 mL
(Scilogex 007107) previamente rotulados.
Para los hidroalcoholicos, se sigui6 el mismo
procedimiento adicionando a la torunda una
gasa. Los matraces se taparon con papel alu-
minio y rotularon.

Los filtrados hidroalcoholicos se procesaron
con un rotoevaporador (WEV-1001V), colo-
cando bajo la campana de extraccion (BGX-
CE-90, marca Pronalab) cada muestra en un
matraz de bola (United Scientific FG4060-
3000) con la ayuda de un embudo, a 40°C
y 47 rpm, por aproximadamente 2h, con la
finalidad de eliminar el etanol. Las extrac-
ciones se colocaron en porciones de 20 mL
en tubos de polipropileno de 50mL (Scilogex
007107) previamente rotulados, hasta ago-
tar el total de la extraccion. Posteriormente,
con una liofilizadora (7753022, marca LAB-
CONCO) se procesaron 4 muestras de cada
uno de los filtrados y extractos, a -40°C por
48h. Después de liofilizadas las muestras, el
material desecado se triturd con la ayuda de
una espatula (IMS-SQSP4-7) y se pesaron en
una balanza analitica (Modelo GA200, marca
OHAUS), para conservarlas en refrigeracion
a -20°C hasta su uso.

o Obtencion de larvas L3

Se utilizé un ovino donador mantenido bajo
condiciones controladas de alojamiento y
alimentacion ad libitum, infectado artificial-
mente via oral, con larvas infectantes de H.
contortus con 350L3/kg/PV. Transcurridos
21 dias, con un guante plastico de palpacion
se colectaron las heces directamente del recto
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del ovino infectado, para evitar la contamina-
cion con otros agentes con orina o la colecta
de larvas de vida libre, si se colectaran las he-
ces del suelo.

Las heces fueron procesadas para la obten-
cion de L3 mediante coprocultivo de acuerdo
con el procedimiento propuesto por Liébano
et al. (2011). Las heces se depositaron en un
recipiente de plastico, se homogenizaron con
agua destilada, hasta lograr una consistencia
pastosa, se adicionaron fragmentos de espu-
ma de polipropileno y se mezclaron, con la fi-
nalidad de conservar humedad y evitar com-
pactacion, al recipiente se le coloco una tapa
con papel aluminio, haciendo una pequefia
ventana con una gasa para su ventilacion. El
recipiente se mantuvo durante 7 dias a 27°C,
vigilando que no se desecara, las L3 se re-
cuperaron por la técnica de Baermann y se
centrifugaron utilizando un gradiente de sa-
carosa al 40% para eliminar los detritus.

*  Desenvaine de larvas

Previo a la confrontacion, se realizo la cuan-
tificacion de larvas colocando con una mi-
cropipeta (Eppendorf) 12 alicuotas de 10uL
para observarlas al microscopio O&ptico
(40X-2500X, marca OMAX). Al estimar que
se contaba con el volumen de larvas necesa-
rias para las series, se procedio a su desen-
vaine agregando a la muestra 2 mL de hipo-
clorito de sodio al 0.187%, homogenizando
y dejando que actuara por 6-8 min. Después
de 10 min, se verifico el desenvaine en el mi-
croscopio (Figura 1) procediendo a realizar 3
lavados con agua destilada para eliminar el
exceso del hipoclorito, introduciendo en cada
ocasion la muestra en una centrifuga C3100-
LC-83500, marca Benchmark) a 3500 rpm.
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Figura 1

Observacion al microscopio de larvas desvainadas de H. contortus

Nota. Microfotografia de larvas desvainadas, las formas en rojo son las L3 y las hialinas corresponden a las vainas.

»  Confrontacion de tratamientos

Se emplearon placas de microtitulacion de
poliestireno de fondo redondo de 96 pocillos
(marca Advangene), con una capacidad de
360 pL cada uno. Cada confrontacion integro
12 series y 3 repeticiones. Las 12 series inclu-
yeron, 50 puL de agua destilada como control
negativo, 50 pL de Ivermectina (10 mg/mL)
como control positivo. En los pocillos de los
tratamientos debidamente identificados en la
placa, se agregaron 50 puL del volumen de L3,
cuantificando el numero de larvas en cada
caso. Posteriormente, segun correspondiera
por tratamiento, 50 uL de cada uno de los 10
extractos (5 acuosos y 5 hidroalcoholicos),

a una concentracion de 20 mg/mL, para un
total de 100 pL en cada pocillo. Una vez pre-
paradas las placas, se dejaron reposar durante
72 h a temperatura ambiente.

Una vez transcurrido el periodo de confronta-
cion (72h), con la ayuda de una micropipeta
(Eppendorf) de 200 pL se homogeniz6 cada
pocillo por separado, tomando una muestra
de 10 alicuotas de 10 pL en un portaobjetos,
para realizar la observacion y cuantificacion
de las larvas vivas (presentaban movimiento o
estaban enroscadas) y muertas (estaban elon-
gadas y sin respuesta al contacto), registran-
do los datos correspondientes en cada caso.

El porcentaje de mortalidad se calcul6 con la formula (Pineda Alegria ef al., 2017):

Promedio del Tratamiento—Promedio del Control (—)

% de Mortalidad =

Promedio del Tratamiento



e Analisis Estadistico

Para comparar la accion nematicida de los
extractos acuosos e hidroalcohdlicos de P. os-
treatus sobre las L3 de H. contortus los datos
fueron analizados mediante un modelo lineal
generalizado, usando un andlisis de varianza
(ANOVA), para examinar las diferencias en-
tre las medias de los tratamientos. El control
negativo (agua destilada) se utilizé para ajus-
tar el porcentaje de mortalidad.

3. Resultados y Discusion

En los ultimos anos se han realizado diferen-
tes estudios que buscan probar la efectividad
de los extractos de hongos comestibles, como
una alternativa para el control biologico de
los nematodos en sus diferentes fases del ci-
clo de vida. Un numero importante de estos
trabajos se han desarrollado principalmente
sobre los efectos de estos extractos sobre la
L3, la fase infectante de H. contortus, el ne-
matodo de mayor prevalencia e importancia
en la crianza de ovinos.

Los trabajos realizados con el género Pleuro-
tus, evaltan el efecto de distintas concentra-
ciones de extractos obtenidos con solventes
de distinta polaridad (agua, etanol, metanol,
cloroformo, acetato de etilo) a partir de mi-
celio, basidiomas o sustrato agotado de este
hongo comestible. Algunos comparan entre
si, los efectos de diferentes especies de este
hongo; y otros, a una especie particular. A
diferencia de estos, en el presente estudio se
emplearon cepas de la misma especie, privi-
legiando la valoracion de los efectos obteni-
dos al emplear diferentes tipos de extraccion,
a una misma dosis (20 mg/mL). Los resulta-
dos se presentan en la Tabla 2.

De acuerdo con los resultados obtenidos, los
extractos acuosos reportan una mejor efi-
cacia que los hidroalcoholicos (que son los
mayormente empleados en otros estudios).
Con base en los resultados de Vc (valor cri-
tico) y F del ANOVA, las diferencias signi-
ficativas (F>Vc) so6lo se presentaron en los
extractos acuosos T1 (4.870 > 3.354) y T2
(8.648 > 3.345). Respecto a las fuentes de
variacion (entre grupos > dentro de los gru-
pos), no existieron diferencias significativas
en los tratamientos.

Tabla 2

Porcentaje de mortalidad de L3 de Haemon-
chus contortus a 72 h post-confrontacion

MORTALI-
TRATAMIENTOS DAD PRO-

MEDIO (%)
H-0 Control (-) 0.46
Ivermectina Control (+) 100
EXTRACTOS ACUOSOS
T1 UP1 Amecameca 36.5+94
T2 UP2 Amecameca 40.8 £13.2
T3 UP3 Ayapango 31.6+4.8
T4 UP4 Juchitepec 26.1+2.7
T5_UPS Tenango del Aire 69.5+5.1
PROMEDIO 40.923

EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS

T1 UP1 Amecameca 17.3+£3.1
T2 UP2 Amecameca 18.1+£1.2
T3 UP3 Ayapango 10.7+4.6
T4 UP4 Juchitepec 3.7+x1.7
T5_UPS Tenango del Aire 10.4+£3.8
PROMEDIO 12.1

Nota. Elaboracion propia con base en los resultados
procesados de la investigacion.
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Para los extractos acuosos destaca el mayor
porcentaje de mortalidad de T5 (69.5%) que
emplea la semilla B2 y como sustrato paja de
trigo, lo que contrasta con T3 (semilla ~BPR-
3) y T4 (semilla BGAT) que, aunque emplean
el mismo sustrato, registraron mortalidades
de 31.6 % y 26.1 %, respectivamente. Aun
cuando pudiera inferirse que el cambio en
la variedad de semilla puede estar asociada
a esta diferencia; resalta el hecho de que T2
emplea la misma semilla que T4, diferencian-
dose por emplear rastrojo de maiz como sus-
trato, registrando una mortalidad mayor de
14.7 %. Esto indica que el tipo de sustrato
si es determinante, pero también que existen
otras variables como las condiciones y mane-
jo del cultivo, y el tipo de semilla que se em-
plea en el indculo, que pueden estar influyen-
do en los resultados, como se muestra con T1
(semilla BPR-3) donde el in6culo del micelio
se realiz6 en granos de trigo, y emplea como
sustrato una mezcla de rastrojo de maiz y paja
de avena y T3 (~BPR-3) en el que se emplea
sorgo y paja de trigo, respectivamente.

Estudios han demostrado que las caracteris-
ticas de los sustratos son determinantes en la
produccion de los metabolitos secundarios
que, en este caso, son de los que depende la
actividad nematicida que pueda presentar la
cepa estudiada. En uno de estos estudios, se
compar6 la composicion quimica de P. os-
treatus sometido a crecimiento en diferentes
sustratos, todos con los mismos contenidos
de sales N,NOs (80 mg/L), MgSO4.7H20 (20
mg/L), KH2PO4 (30 mg/L) y KCI (10 mg/L);
pero suplementados con harinas de distintos
cereales como fuente de carbono, como: ce-
bada, avena, trigo, arroz, maiz, soya, salvado
de trigo, trigo integral, maiz pinto, harina de
siete granos y maiz amarillo. Con base en los

resultados obtenidos, se determind que la re-
lacion C/N y el contenido de carbohidratos
en los sustratos, influye tanto en la composi-
cién quimica, la produccion de metabolitos,
como en el rendimiento de la biomasa de los
micelios (Chegwin y Nieto, 2013).

Por su parte, Vega (2016), realiz6 el cultivo de
P, ostreatus mediante fermentacion en estado
liquido, utilizando como fuentes de carbono
maiz amarillo (MA) y salvado de trigo (ST),
determinando la existencia de diferencias
significativas en los metabolitos secundarios
producidos. MA mostré6 mejores resultados
tanto en la cinética de crecimiento, como en
el numero y proporciones de los metabolitos
obtenidos, principalmente o y PB-glucanos,
mananos, xilanos y galactanos. ST mostrd
una mayor produccion de triterpenos.

De los estudios realizados con extractos
acuosos de P. ostreatus, Magalhaes de Matos
et al. (2020) reportan una mortalidad larvaria
de 94.7 % a una concentracion de 50 mg/mL.
Con base en la inferencia proporcional, para
la concentraciéon empleada en este estudio
(20 mg/mL) se tendria un porcentaje de mor-
talidad de 37.9 %, valor al que se aproxima
T1 (36.5 %) y es superada por T2 (40.8 %) y
T5 (69.5 %), de lo que se deduce la necesidad
de emplear concentraciones mayores para va-
lorar los efectos de este tipo de extractos.

Respecto a los extractos hidroalcoholicos,
Valdez Uriostegui et al. (2021), emplearon
los mismos solventes (etanol-agua) y disolu-
cion (70:30) que en el presente estudio, re-
portando una mortalidad de 50.5 % a las 24h
y de 70.5 % a las 48h a una concentracion de
240 mg/mL. La contrastacion de estos resul-
tados con el porcentaje de mortalidad en ex-
tractos acuosos de 94.7% (50 mg/mL) (Ma-
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galhdes de Matos et al., 2020) muestra que
los tipos de extraccion también influyen en
los resultados que se obtengan. En este caso,
no fue posible comparar ni hacer inferencias
con los porcentajes del presente estudio por
las diferencias en los tiempos de exposicion
y concentraciones empleadas.

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos confirman los ha-
llazgos previos sobre la accion nematicida de
los extractos de P. ostreatus contra H. contor-
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