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RESUMEN

En las zonas rurales de nuestro pais, la ovinocultura esta convirtiéndose en un
sector pecuario dinamico de gran relevancia para los pequefios productores.
Representa uno de los factores clave con que cuentan las comunidades de estas
zonas para remediar los problemas asociados a la pobreza y seguridad alimentaria.
Por desgracia este sector enfrenta una problemética comdn en la ovinocultura
mundial: la creciente prevalencia de parasitosis causadas por nematodos
gastrointestinales (NGI). Esta condicién genera serias repercusiones productivas,
econdémicas y sociales, especialmente por la creciente resistencia de los parasitos
a los antihelminticos comerciales. El objetivo de la presente investigacion fue
Evaluar el efecto de extractos de basidiomas y sustrato agotado de Pleurotus
ostreatus sobre nematodos gastrointestinales del ovino. Para la obtencion de
huevos y larvas, en trabajo de campo fueron colectadas heces de 20 ovinos de un
rebafio previamente diagnosticado del municipio de Ayapango, Estado de México.
Confrontaciones en laboratorio por triplicado, para evaluar el efecto in vitro de cuatro
concentraciones de basidiomas del hongo y el sustrato agotado (12, 2.25, 4.50 y
9%) usando como controles agua destilada (negativo) e ivermectina al 1% (positivo).
Los tiempos de exposicion en cada uno de los tratamientos fue de 72 h para los
huevos y en las larvas de 24 y 48 h. El analisis estadistico de resultados mediante
ANOVA. La maxima mortalidad promedio en la inhibicion de eclosién de huevos, se
observé en la concentracién de 9%, con 78.3% para los hongos y 69.3%, para el
sustrato agotado. Para las larvas, misma concentracién (9%) a 48 h con promedios
de 65.6 y 65.2%, respectivamente. El uso de P. ostreatus y sus sustratos agotados,
representan una opcién viable para reducir el uso de antihelminticos comerciales,

dafios al ambiente e impulsar la ovinocultura sustentable.

Palabras clave: Efecto larvicida, Nematodos gastrointestinales, Ovinos, Pleurotus

ostreatus, Resistencia antihelmintica.



ABSTRACT

In the rural areas of our country, sheep farming is becoming a dynamic livestock
sector of great relevance for small producers. It represents one of the key factors
that communities in these areas have to remedy the problems associated with
poverty and food security. Unfortunately, this sector faces a common problem in
global sheep farming: the increasing prevalence of parasitosis caused by
gastrointestinal nematodes (GIN). This condition generates serious productive,
economic and social repercussions, especially due to the growing resistance of
parasites to commercial anthelmintics. The objective of this research was to evaluate
the effect of basidioma extracts and spent substrate of Pleurotus ostreatus on sheep
gastrointestinal nematodes. To obtain eggs and larvae, feces from 20 sheep from a
previously diagnosed flock from the municipality of Ayapango, State of Mexico
collected during fieldwork. Confrontations in the laboratory in triplicate, to evaluate
the in vitro effect of four concentrations of basidiomas of the fungus and the
exhausted substrate (12, 2.25, 4.50 and 9%) using distilled water (negative) and 1%
Ivermectin (positive) as controls. The exposure times in each of the treatments were
72 h for the eggs and 24 and 48 h for the larvae. Statistical analysis of results using
ANOVA. The maximum average mortality in the inhibition of egg hatching was
observed at the concentration of 9%, with 78.3% for the fungi and 69.3% for the
exhausted substrate. For larvae, same concentration (9%) at 48 h with averages of
65.6 and 65.2%, respectively. The use of P. ostreatus and its exhausted substrates
represent a viable option to reduce the use of commercial anthelmintics, damage to

the environment and promote sustainable sheep farming.

Keywords: Larvicidal effect, gastrointestinal nematodes, Sheep, Pleurotus

ostreatus, Anthelmintic resistance.
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1. INTRODUCCION

La ganaderia es un sector importante en la economia de México. En 2022,
aportd 1,060,882 millones de pesos al Producto Interno Bruto (PIB) nacional
(Statista, 2024). En ese afio, el total de cabezas de ganado ascendi6 a 109,535,636,
incluyendo bovinos, caprinos, ovinos y porcinos, los cuales se destinaron en su
mayoria para el consumo de carne, leche o sus derivados. De estas especies
ganaderas, la produccion de ovinos se esta incrementando en el pais. Entre 2013 y
2022, el numero de cabezas se increment6é en 3,63% al pasar de 8,497,347 a
8,805,206 (SIAP, 2022).

El aumento en la produccién se ve reflejada en las contribuciones al
inventario mundial, aunque el nimero de cabezas no es equiparable con el
alcanzado por otros paises. En 2014, cuando la producciéon mundial de cabezas de
ovinos fue de 1,209 millones, México sélo aporté el 0.71% con un total de 8,575,908
cabezas (Hernandez-Marin et al., 2017). Para 2020, el inventario ovino mundial
reportd 126’613,454 cabezas ovinas. Cerca de la mitad se concentré en 14 paises,
siendo los mayores productores China (con el 13.67% del inventario mundial), India
(5.38%) y Australia (5.2%). México contribuyé con el 2.51% de este inventario
(FAOSTAT, 2022).

A pesar de las diferencias que pueden existir con los volumenes de
produccion de otros paises, lo cierto es que, en las zonas rurales de nuestro pais,
la ovinocultura se esta convirtiendo en un sector pecuario dinamico de gran
relevancia para los pequefios productores. En muchas poblaciones se identifica
como factor clave para enfrentar los problemas asociados a la pobreza, tanto por la
disponibilidad de alimento para el autoconsumo, como por los ingresos gue generan

por esta actividad (Chavez-Espinoza et al., 2022).

Si bien en México existen tres sistemas de produccion ovina (intensivo, semi-
intensivo y extensivo), el sistema extensivo es el mas predominante, debido a las
caracteristicas socioculturales, disponibilidad de insumos y la tecnologia disponible
del pais (Vazquez-Martinez et al., 2018). Se basa en el aprovechamiento de la

vegetacion nativa y en la utilizacion de los subproductos agricolas, por lo que existen
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variaciones en las diferentes regiones donde se realiza la produccion. Ademas de
las caracteristicas climaticas que influyen en la crianza, el sistema comparte
aspectos que representan desventajas, como la alimentacion basada en forrajes de
baja calidad, deficiencias en el consumo de vitaminas y minerales, el poco o nulo
manejo sanitario que se asocia a una mortalidad elevada de corderos, alta
consanguinidad y deficiencias en el manejo genético-reproductivo, problemas de
salud y disminucién de pardmetros productivos que repercuten en la economia de
las unidades de produccion (Arteaga, 2012; Martinez-Pefa et al., 2018; Pacheco y
Jerénimo, 2023).

En particular, los problemas parasitarios causan potenciales pérdidas
econOmicas en la produccién pecuaria principalmente en rumiantes, debido a la
disminucién de los parametros productivos de estas especies (Rodriguez-Vivas et
al.,, 2017a). En los pequefios rumiantes existe gran variedad de parasitos
gastrointestinales de importancia econémica como lo es Haemonchus contortus. Es
un nematodo hematoéfago de alta fecundidad y patogenicidad, con una elevada tasa
de establecimiento de las larvas ingeridas que ha mostrado tener una gran
capacidad adaptativa, intervalos generacionales reducidos y una resistencia
multiple a los antihelminticos, lo que determina su alta prevalencia a nivel mundial
8.9 Debido a estas caracteristicas, los efectos sobre los ovinos son diversos, entre
otros, alteracién en el metabolismo de las proteinas, deficiencia en la absorcion de
nutrientes, baja digestibilidad producto de la reduccion de enzimas intestinales
disponibles, lo que causa un bajo desarrollo del animal, disminucién de la
conversion alimenticia, anemia, debilidad e inclusive la muerte (Emery et al., 2016;
Pineda-Alegria et al., 2020; Solis-Carrasco et al., 2021), incrementando los costos
de produccidn, ya sea por servicios veterinarios y tratamientos quimicos que a final
no cumplen su cometido por resistencia o multi-resistencia antihelmintica debido al
uso desmedido y/o inadecuado de los mismos (Wang et al., 2006; Arsenopoulos et
al., 2021).

Se han buscado alternativas que no generen un impacto negativo en el medio
ambiente, y que disminuyan o no contribuyan a la resistencia antihelmintica, tales

opciones incluyen desparasitaciones selectivas, manejo del silvopastoreo, nutricion
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con dietas ricas en proteinas, uso de los metabolitos secundarios de plantas y
hongos, principalmente (Garcia et al., 2016; Rivero-Perez et al., 2019; Reyes-
Guerrero et al., 2021).

Los hongos comestibles se presentan como una alternativa sustentable ya
gue han sido una fuente tradicional de alimento, y en muchos casos son consumidos
por sus propiedades medicinales (Pineda-Alegria et al., 2017) las cualidades del
género Pleurotus han llamado la atencion debido a su potencial nutricional, un alto
valor proteico similar a los productos de origen animal, el contenido de macro y
micro minerales, aminoacidos esenciales (Aguilar-Pumahuillca et al., 2019) y
metabolitos secundarios con propiedades antihelminticas (Sanchez-Salgado et al.,
2021).

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de extractos de
basidiomas y sustrato agotado de Pleurotus ostreatus sobre nematodos

gastrointestinales del ovino.



2. ANTECEDENTES

2.1 Situacién de la ovinocultura en México

En 2020, la produccion ovina registré 3'167,710 millones de cabezas, con un
valor estimado de 4'934,927 millones de pesos, una produccion en pie de 125,491
toneladas y una produccion de carne de 64,758.32 toneladas. A nivel estatal, la
produccion siempre ha estado liderada por el Estado de México. Para este mismo
afo registro 412,973 cabezas (13,04%), seguido por los estados de Hidalgo
(10,25%) y Veracruz (9,09%). La carne ovina se consume en el pais, principalmente
como barbacoa (Mondragon-Ancelmo et al., 2018; SIACON, 2022).

En la relacién produccién-consumo, para 2020 en el pais se tuvo un consumo
per capita de 0.5 kg, la produccién de carne de ovinos fue de 64,758 toneladas y se
requirieron de 68,282 toneladas para cubrir las necesidades, para lo cual se
importaron 3,524 toneladas de carne (COMECARNE, 2021). Ante la necesidad de
cubrir la demanda de carne, la importacion de ovinos vivos 0 en carne se ha
incrementado en los Ultimos afios, especialmente a partir de la firma del Tratado de
Libre Comercio con los Estados Unidos y Canada (TLCAN), paises en los que las
formas en que se realiza la produccion ovina presentan grandes diferencias tanto
en estructura, capitalizacion, como tecnologia, provocando que las unidades de
producciéon nacionales sean desplazadas, por lo que existe una dependencia
importante de las importaciones para satisfacer la demanda (Bobadilla-Soto et al.,
2020).

Como actividad generadora de empleos, la ovinocultura destaca en el sector
ganadero nacional, con cerca de 50,000 unidades de produccion y un inventario de
8'766,678 cabezas para 2022. Aunado a ello, ventajas como ciclos reproductivos
cortos, la gran adaptabilidad de la especie, el uso eficiente de pasturas, la
disponibilidad de agostaderos y en particular, las importantes contribuciones a la
economia de las familias rurales como medio para superar la pobreza, tanto por los

ingresos complementarios que genera a los recursos familiares, como por los



productos de que pueden abastecerse, colocan a esta actividad como una de las

mas preponderante en el sector (Chavez-Espinosa et al., 2022; SIAP, 2022).

En el Estado de México, la mayor produccién se asocia a la combinacion de
condiciones tales como orografia y clima desfavorables para el uso de otras
actividades agropecuarias, pero favorables para los ovinos, la amplia distribucion
de agostaderos, el nimero de productores involucrados en la actividad (Diaz-
Sanchez et al., 2018) y las caracteristicas de alimentacion de los ovinos, la cual se
basa en el pastoreo a orilla de caminos vecinales y pastizales en zonas de
conservacion, hace que el principal sistema de produccion sea el extensivo (Herrera
et al., 2019).

A pesar de la adaptabilidad de los ovinos y la diversidad orogréfica del pais,
uno de los principales factores limitantes es la baja eficiencia productiva. En 2020,
de las 8725,882 cabezas que integraban el inventario ovino nacional, con un
volumen de 129,682.78 toneladas, la carne destinada para consumo fue de 64,758
toneladas (49.93%) (SIACON, 2022; SIAP, 2022). En gran medida ello se debe a
que la tendencia es acrecentar los rebafios, reservar hembras como pie de cria y,
sobre todo, a que un numero importante de animales no alcanzan el peso y
condiciones para su venta en canal. Factores como la baja tecnificacion, alta
susceptibilidad a desarrollar enfermedades producidas por diferentes agentes
etiolégicos, la alta incidencia de parasitosis y la alimentacion deficiente, entre otros,
suelen ser determinantes (Bobadilla-Soto et al., 2017; Hernandez-Martinez et al.,
2013; Bobadilla-Soto et al., 2021).

2.2 Problemas sanitarios en la ovinocultura

La vigilancia sanitaria de los rebafios es fundamental, pues de ello depende
la rentabilidad de las unidades de produccion ovina. La correcta prevencion, control
y tratamiento son medidas que favorecen la salud y bienestar de los animales, a la
vez que reducen pérdidas econdmicas para los productores. La falta de medidas
sanitarias adecuadas puede disminuir la productividad, aumentar los costos por los

tratamientos, alimentacion y manejo, asi como generar regresiones en el



mejoramiento del rebafio, sobre todo cuando el proceso selectivo se ve
interrumpido, asi como aumentar los indices de morbilidad y mortalidad en el rebafio
(L6pez, 2008).

Debido a que un estado de salud éptimo es indispensable para que los ovinos
expresen al maximo su potencial productivo, es que el manejo sanitario es un
recurso indispensable en la crianza. En general, las afectaciones a la salud ovina,
se vinculan a causas infecciosas producidas por diferentes agentes etioldgicos que
derivan en diversas enfermedades (enterotoxemia, carbunco, neumonia, mastitis,
etc.), enfermedades metabdlicas y parasitarias. Aunque se considera que el comun
denominador en los rebafios del pais es el problema de la malnutricion
(enfermedades metabdlicas) con animales con una pobre condiciéon corporal, o
demasiado gordos, lo que afecta la fertilidad, prolificidad, el nimero de crias por
parto y el desarrollo de enfermedades, que requieren del manejo sanitario de
acuerdo a las necesidades especificas de cada categoria productiva (hembras de
cria, sementales, corderos al destete, juveniles, etc.), el principal problema que se
enfrenta es la alta incidencia de parasitosis (Tortora, 2012; Gonzélez y Tapia, 2017).

Con esto, es claro que en cada uno de los sistemas de produccion existen
diferentes problematicas, una de ellas es la competicion de cereales cada vez mas
necesarios para la nutricion humana lo cual hace que aumenten los precios de los
insumos (Chéavez-Espinoza et al., 2022), la escasa disponibilidad de alimento
especializado, el desconocimiento de enfermedades y la presente renuencia de los
productores de no aceptar las tecnologias para mejorar la alimentacion y por ende
los parametros productivos, provocando que los costos de produccién se eleven
(Espejel-Garcia et al., 2015; Rodriguez et al., 2017).

La falta de asesoramiento por parte de médicos veterinarios, el manejo
sanitario que mayoritariamente es de tipo curativo y el uso de un solo agente
guimico (ivermectina) para control de parasitos es una realidad frecuente en las
unidades de produccion (Herrera et al., 2019). Existe una relacion entre los sistemas
extensivos y los nematodos gastrointestinales (NGI), estos son una de las causas

mas importantes de la disminucién de los pardmetros productivos viéndose reflejado



en mermas de produccién al tener que dar tratamiento para los mismos (Zapata et
al., 2016), ademas el uso inadecuado de tratamientos quimicos ha generado severa
presion de seleccidn en los nematodos de los pequefios rumiantes, provocando que
exista resistencia no solo a una droga sino a varias generando mayor dificultad para

controlar las nematodiasis (Anziani y Fiel, 2015).

2.3 Nematodos gastrointestinales

Las endoparasitosis asociadas a hematodos gastrointestinales son una de
las principales causas de baja productividad y pérdidas econdémicas en la
ovinocultura de todo el mundo, estimadas en $445.10 millones de délares, lo que
demuestra la magnitud e importancia del parasitismo en el ganado en México
(Zapata et al., 2016; Rodriguez-Vivas et al., 2017b).

Las nematodiasis gastrointestinales suelen ser mas frecuentes en ovinos en
pastoreo y en donde las condiciones climatologicas y ambientales son las idoneas
para que estos parasitos proliferen (Pérez-Bautista et al., 2021). Factores como el
clima, temperatura, estacionalidad, sistemas de produccién, edad y raza, permiten
que en diferentes partes del mundo exista prevalencia de nematodos
gastrointestinales, tal es el caso de Haemonchus spp, Cooperia spp,
Oesophagostomum spp, Trichostrongylus spp, Nematodirus spp, Teladorsagia spp,
Bunostomum spp, principalmente, los cuales se pueden encontrar de manera
individual o acompafados inclusive de otros parasitos (Anziani y Fiel, 2015;
Dugassa et al., 2018; Mphahlele et al., 2021). De estos, el de mayor relevancia en
los ovinos es Haemonchus contortus, un parasito hematéfago que se aloja en el
abomaso, cada nematodo puede ingerir hasta 50uL de sangre al dia, esta pérdida
de sangre provoca anemia e hipoproteinemia, reduciendo de forma significativa la
correcta digestion y absorcidon de nutrientes, afectando de igual forma el
metabolismo energético. Aunado a ello, el alto grado de adaptabilidad, y prolificidad
de este parasito causa cuadros de diferente severidad, provocando disminucion del
apetito, pérdida de peso, debilidad, anemia, mucosas palidas, emaciacion, edema

mandibular, entre otros signos, condiciones que favorecen el desarrollo de otras



enfermedades y pueden provocar la muerte del ovino (Selemon, 2018; Lopez-
Rodriguez et al., 2023).

En México, dadas las caracteristicas antes mencionadas se tiene registro de
prevalencia de Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis, Cooperia
curtecei, siendo los machos los de mayor carga parasitaria (LOpez-Ruvalcaba et al.,
2013). Los factores ambientales como la presencia de lluvias, tienen un impacto
directo en la prevalencia de NGlI, entre los cuales H. contortus es el mas frecuente
en época de lluvia (Ronquillo et al., 2021). La edad es otra particularidad que se ha
reportado, siendo los ovinos de mayor edad los que presentan susceptibilidad a las
infestaciones por larvas Ls infectantes, lo cual podria deberse a que estan en mayor
contacto con las praderas donde se lleva a cabo la ingesta de larvas (Pérez-Bautista
et al., 2021).

2.3.1 Complejos parasitarios

A nivel mundial, las parasitosis provocadas por NGI en los ovinos,
representan un problema sanitario que afecta a las diferentes etapas de desarrollo.
En los corderos y juveniles merma su crecimiento y en los adultos afecta su
productividad. La carga parasitaria puede alcanzar volimenes significativos en
distintos dérganos, en especial, cuando existen complejos parasitarios en los que
diferentes tipos de parasitos actian de forma simultanea en el animal (Lépez-
Rodriguez et al., 2023).

En un estudio realizado con animales sacrificados en un rastro de Tabasco,
se determind que el 57.4% de los animales estaba parasitado y que la carga
parasitaria de nematodos en el tracto digestivo de ovinos era significativa. En el
abomaso, la prevalencia de H. contortus fue de 37.2% y de Trichostrongylus axei
de 4.1%. En el intestino delgado, se identificaron 5 especies de nematodos con
prevalencias diferenciadas: Cooperia curticei (36%), Trichostrongylus colubriformis
(25.2%), Strongyloides papillosus (3.3%), Ostertagia ostertagi (0.83%) vy
Bunostomum trigonocephallum (0.8%). En tanto que, en el intestino grueso, se
identifico la presencia de Oesophagostomum columbianum (11%) y Trichuris ovis

(0.41%) (Gonzélez et al., 2011). Los complejos parasitarios de NGI en los ovinos
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han sido identificados, respecto al 6rgano blanco sobre el que actian, en el Cuadro

1, se muestra la distribucion de especies en las distintas porciones del tracto

digestivo de los ovinos.

Cuadro 1. Especies de nematodos gastrointestinales identificadas en ovinos

Teladorsargia pinatta

Especie PARASITOSIS/Porcion Fuente
Haemonchus contortus HEMONCOSIS Cepeda, 2017; Lopez-
Haemonchus similis Abomaso Rodriguez et al., 2023
Teladorsargia circumcincta OSTERGIASIS Martinez, gg(l)g Munguia,
Teladorsargia ostertagi '

Abomaso

Trichostongylus axei

TRICOSTRONGILIASIS

Abomaso

Rodriguez et al., 2010

Nematodirus spathiger
Nematodirus oiratianus
Nematodirus abnormalis
Nematodirus filicollis
Nematodirus battus
Nematodirus helvetianus

NEMATODIROSIS

Intestino delgado

Rodriguez-Vivas et al., 2017b;
Ninamancco et al, 2021

Trichostongylus colubriformis
Trichostongylus vitrinus
Cooperia curticei

Cooperia surnabada
Nematodirus battus,
Nematodirus spathiger
Nematodirus helvetianus
Nematodirus filicollis

TRICOSTRONGILIDIOSIS
INTESTINALES

Intestino delgado

Gonzélez-Gardufio et al.,
2014; Traversa-Tejeroy
Goncalves-Lopes, 2017

Strongyloides papillosus

ESTRONGILOIDIASIS

Intestino delgado

Pearson, 2020

Bunostomum trigonocephallum

BUNOSTOMIASIS

Intestino delgado

Demeler et al., 2012; Wang et
al., 2012

Trichuris ovis

TRICURIOSIS

Intestino grueso

Oliveros y Cutillas, 2003;
Morales et al., 2006

Oesophagostomum
columbianum

OESOFAGOSTOMIASIS

Intestino grueso

Olivares, 2002

Skrjabinema ovis

SKRJABINEMIOSIS

Intestino grueso

Melnychus & Reshetylo, 2020;
Junquera, 2021

Chabertia ovina

CHABERTIOSIS

Intestino grueso

Cepeda et al., 2021




2.3.2 Ciclos parasitarios

Los ciclos de vida de los nematodos que afectan a los ovinos son de tipo
monoxeno, es decir, que no existen hospederos intermediarios. Suelen variar en su
duracion (ciclos cortos o largos) y generalmente son ciclos directos. Existen
variantes respecto al desarrollo de las larvas infectantes, dependiendo de la especie
de la que se trate. El ciclo de Haemonchus spp, se inicia cuando los ovinos
consumen pastos o forrajes infestados con los huevecillos del parasito. Al eclosionar
los huevos, la larva (L1) se desarrolla hasta la L3 (fase infectante), que se aloja en
el abomaso donde se alimenta de la sangre de los vasos sanguineos de esta
porcidn del tracto digestivo, para continuar hasta la L5. Sus habitos hematéfagos
generan serios dafios, los que se agudizan por la liberacion de anticoagulantes que
generan abundantes hemorragias. No sélo se afecta el metabolismo energético,
sino la digestion y la absorcion de nutrientes lo que debilita progresivamente al
animal, ademas de la hipoalbunemia, los animales parasitados presentan pérdida
de peso, anemia, mucosas palidas, edema submandibular y emaciacion, por lo que
la muerte corre de forma subita en los casos agudos (Cepeda, 2017; Lopez-
Rodriguez et al., 2023).

En el caso de Teladosargia, los ovinos consumen las L3 depositadas en los
pastos en los que pueden permanecer durante mucho tiempo. En condiciones
ambientales adversas, entran en hipobiosis, un estado de vida latente en el que
permanecen hasta que las condiciones sean favorables para su desarrollo. Dentro
del ovino mudan a la L4 que penetra el intestino en el que forman nodulos,

produciendo hinchazén a nivel de la mucosa (Munguia, 2018).

En las nematodirosis causadas por Nematodirus spp a diferencia de otros
NGI, la L3 se desarrolla dentro del huevo, de donde eclosiona para ubicarse en el
intestino delgado. Aunque no tienen habitos hemato6fagos el dafio que provoca es
de tipo mecénico al fijarse en la mucosa del intestino, erosionandola y generando
perforaciones, lo que provoca hemorragias, afectando la absorcion de nutrientes, y
causando anorexia, en detrimento de la eficiencia productiva (Rodriguez-Vivas et
al., 2017b; Ninamancco et al., 2021).
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En el caso de Trichostrongylus spp y Cooperia spp, una vez que los
huevecillos son excretados en las heces, el desarrollo se realiza en el exterior hasta
alcanzar la L3. Una vez ingeridas, se ubican en el intestino delgado, atrofiando las
microvellosidades e interfiriendo con la correcta absorcién de nutrientes (Gonzéalez-
Gardufo et al., 2014; Traversa-Tejero y Goncalves-Lopes., 2017). Por su parte, el
ciclo de Strongyloides papillosus se distingue del de otros parasitos intestinales en
que una vez que las hembras se ubican en el intestino, producen huevos
partenogenéticos que inician su desarrollo dentro del ovino. Una vez que las heces
guedan depositadas en el suelo el huevo eclosiona directo a L3 ingresando al ovino
por via cutanea, en el agua, o alimentos contaminados. Via sanguinea llegan a los
pulmones, para migrar hacia la trdquea y faringe hasta alcanzar el intestino delgado,
donde dafian el epitelio provocando diarrea sanguinolenta, enteritis, anorexia y en

muchos casos, la muerte del animal (Pearson, 2020).

Otra variante se presenta en Trichuris ovis, donde los huevos no-
embrionados deben permanecer al menos por dos semanas en el ambiente para
embrionarse. Cuando éstos son consumidos junto con las hierbas, pastos o forrajes
inician su ciclo infectivo en las criptas del intestino delgado, para alojarse finalmente
en el intestino grueso, donde provocan hemorragias por la descamacion del epitelio.
Las larvas son histiéfagas, mientras que los adultos hemato6fagos, por lo que el dafio
suele ser profuso (Oliveros y Cutillas, 2003; Morales et al., 2006).

En el caso de Oesophagostomum columbianum, las L3 se encuentran
depositadas en el pasto, principalmente en la época de lluvias donde las
condiciones son favorables para el desarrollo del parasito. Actian en el area
limitrofe entre el intestino delgado y el grueso, formando nodulos e interfiriendo con
la fisiologia intestinal normal, afectan principalmente la absorcién de liquidos. El
desarrollo se completa en el intestino grueso, causando cuadros diarreicos que van
de leves a agudos, los ovinos mueren por emaciacion o deshidratacién (Olivares,
2002).

Para Skrjabinema ovis, el ciclo se inicia con la ovisposicion en la zona

perianal del hospedero desde donde caen los huevos a la vegetacion o pasturas y
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son consumidos por otros ovinos. Una vez ingeridos, las larvas eclosionan en el
intestino delgado, para migrar al intestino grueso. Su contribucion mas importante
es la obturacion intestinal, al actuar de forma mixta con otros parasitos, induciendo
procesos inflamatorios en el intestino (Melnychus & Reshetylo, 2020; Junquera,
2021).

Finalmente, en Chabertia ovina los huevos son desechados al ambiente en
las heces, donde pueden permanecer por largos periodos (entre 3 y 9 meses). En
el ambiente, se desarrollan los estadios larvales L1 a L3, contaminando pastos y
forrajes. Una vez ingeridas las L3 junto con el alimento contaminado, se fijan en el
intestino delgado hasta alcanzar la L4, que migra hacia el intestino grueso para
reproducirse. Al ser esencialmente histéfagas producen dafios en el tejido y
mucosa, promoviendo el desarrollo de nédulos. Ademés de procesos inflamatorios,
se producen grandes cantidades de mucosidad, derivando en diarrea, tenesmo,
anemia, anorexia, debilidad, desarrollo de un estado caquéctico, y muerte del animal
(Cepeda et al., 2021).

2.4 Antihelminticos usados en el control de parasitos

La utilizaciéon de productos quimicos representa la practica mas frecuente para el
control de las helmintiasis incluidos los nematodos gastrointestinales; sin embargo,
existe un numero limitado de medicamentos disponibles en el mercado. Las cuatro
clases principales de antihelminticos utilizados como tratamientos son los
benzimidazoles (mebendazol, albendazol, fenbendazol y flubendazol), imidatiazoles
(imidazol, levamisol, tetramisol), lactonas macrociclicas (ivermectina y moxidectina)
y el derivado de amino-acetonitrilo monepantel. Otros grupos de antihelminticos,
de uso reducido son las tetrahidropirimidinas (orantel, pirantel) y salicinanilidas
(closantel, oxiclosanida, rafozanida y niclosnida) (Toro et al., 2014; Zajickova et al.,
2020). En los Cuadros 2 y 3, se presenta la accion antihelmintica de algunos

farmacos comerciales.
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Cuadro 2. Antihelminticos comerciales usados en ovinos: Benzimidazoles e

Imidatiazoles

ANTIHELMINTICO

NOMBRE IUPAC/ACCION

BENZIMIDAZOLES

Mebendazol

IUPAC: 5-Benzoil-2-benzimidazolcarbamico acido metil éster

Ovicida para Trichuris, larvicida y vermicida. Actda a nivel de los
microtubulos provocando la acumulacion de secreciones celulares
en el aparato de Golgi de los paréasitos, altera la secrecién de
acetilcolinesterasa e inhibe de forma irreversible la incorporacién de
glucosa exdgena, lo que produce inmovilidad y muerte (Rodriguez,
2013).

Albendazol

IUPAC: N-[6-(propilsulfonil)-1Hbenzimidazol-2-il]-, metil éster

Ovicida, larvicida y vermicida. Inhibe la polimerizacién de la tubulina,
causando la interrupcion brusca del metabolismo del parasito,
causando su inmovilizacién y muerte (Rodriguez y Obrador, 2013)

Fenbendazol

IUPAC: Metil 5-(feniltio)-2-benzimidazolcarbamato

Larvicida y vermicida. Interviene con el metabolismo energético del
parasito, inhibiendo la polimerizacién de los microtabulos a través
del blogueo de la fumarto-reductasa lo que bloquea el ingreso de
glucosa, y el metabolismo productor de energia, el nematodo se
inmoviliza y muere (Bennet & Bryant, 1984; Toro et al., 2014).

Flubendazol

IUPAC: N-[6-(4-fluorobenzoil) -1H-benzimidazol-2-il] carbamato de
metilo.

Genera afectaciéon en los microtdbulos de las células de absorcion,
causando su degeneracion. El nematodo ve interrumpidos los
procesos metabdlicos energéticos (Rodriguez y Obrador, 2013).

IMIDATIAZOLES

Imidazol

IUPAC: 3-(1H-imidazol-1-il)-5-(trifluorometil)anilina.

Larvicida, vermicida. Actia inhibiendo la 14-a-demetilasa,
indispensable para la conversién de lanosterol a ergosterol,
causando pérdida de organelos intracelulares y de permeabilidad en
la membrana (Toro et al., 2014).

Levamisol

(S)-6-fenil-2,3,5,6-tetrahidroimidazo[2,1-b] [1,3]tiazol

Larvicida y vermicida. Absorcién a través de la cuticula. Agonista
colinérgico que promueve la liberacion de acetilcolina, generando
efectos nicotinicos y muscarinicos que derivan en la pardlisis
espastica del parasito (Marquez, 2003).
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Cuadro 3. Antihelminticos comerciales usados en ovinos: Lactonas macrociclicas,

derivado del amino-acetonitrilo y Salicinalidas

LACTONAS MACROCICLICAS

lvermectina

IUPAC: 22,23-dihydroavermectin Bla + 22,23-dihydroavermectin
Blb

Reduce los niveles de excrecion de huevos en las heces, larvicida y
vermicida. Inhibidor del GABA (acido y-aminobutirico) afectando a
las neuronas motoras y provocando paralisis flacida al parasito. Alta
eficacia a dosis muy bajas, contra varios NGI (Toro et al.,, 2014
Pérez-Cogollo et al., 2018)

Moxidectina

IUPAC: 1,3-Dimetilbut-1-enil]-20,20b-dihidroxi-4'-(metoxiimino)

Promueve la formacion de huevos anormales y esterilidad en adultos.
Incremento en la liberacién de GABA, lo que hiperpolariza el potencial
de reposo de las células postsinapticas, dificultando la
neurotransmisién, impidiendo la motilidad y causando la muerte de los
parasitos (Aguilar-Tipacamu y Rodriguez-Vivas, 2002).

DERIVADO DE AMI

NO-ACETONITRILO

Monepantel

IUPAC: N-[(2S)-2-ciano-1-[5-ciano-2-(trifluorometil) fenoxi] propan-
2-il]-4-(trifluorometilsulfanil)benzamida

Larvicida y vermicida de amplio espectro. Actla sobre la subunidad
Hco-MPTL-1 del receptor nicotinico de la acetilcolina especifica de
los nematodos, inhibiendo la movilidad y procesos metabdlicos
energéticos del parasito (Marquez, 2003).

SALICILANILIDAS

Closantel

Compuesto de vida media, con un periodo de eliminacion largo (15
dias en ovejas) por su baja depuracion metabdlica y renal.
Altamente eficaz contra H. contortus por su alta afinidad por las
proteinas plasmaticas (Marquez, 2003).

Aunque durante mucho tiempo estos antihelminticos fueron utiles para el

control de parasitos, su uso indiscriminado e inadecuado dio lugar a una creciente

resistencia por parte de los parasitos, lo que resulta en un problema que afecta a

los rebafios en todo el mundo. En el caso particular de H. contortus, el desafio es

aun mayor ya que

este nematodo es el de mayor prevalencia y el que mayores

estragos provoca en la salud de los ovinos, que mata a los animales en un periodo

corto de tiempo en

casos agudos y otras pérdidas econémicas en estado crénico.

Contra este parasito se han empleado diferentes tratamientos quimicos como

albendazol 5 mg/kg,

fenbendazol 5 mg/kg, oxfendazol 5 mg/kg, levamisol 7.5 mg/kg,
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ivermectina 0.2 mg/kg, moxidectina 0.2 mg/kg y closantel 10 mg/kg. Sin embargo,
el parasito ha desarrollado la capacidad de resistencia multiple, lo que vuelve mas

complejo su control (Selemon, 2018; Aduci et al., 2022).

A pesar de que los diferentes métodos de control no se orientan
especificamente al control de H. contortus, lo cierto es que por la importancia de
este parasito y la respuesta que ha tenido a los tratamientos quimicos, ha sido
tomado como referente para analizar la eficacia del control quimico (Aduci et al.,
2022). Los reportes de resistencia y multi-resistencia antihelmintica han generado
una creciente preocupacion para mantener el control de los nematodos
gastrointestinales como H. contortus, ya que su prevalencia y su facil adaptabilidad
a diferentes drogas han generado la pregunta de si el control quimico sigue siendo
viable (Bekalu et al., 2019; Claerebout et al., 2020; Hinney et al., 2020), por ello es
gue cada vez existen mas estudios donde se sugiere la implementacién de nuevas
tendencias y la combinacién de ellas para el control de H. contortus (Kuiseu et al.,
2021; Reyes-Guerrero et al., 2021).

Lo que actualmente se busca, es lograr el control de las parasitosis para que
los animales puedan tener una adecuada productividad, sin que los parasitos
manifiesten resistencia antihelmintica. Para tal efecto, se plantea el Manejo
Integrado de las Parasitosis (MIP) que implica combinar y/o complementar el control
quimico, junto con otras estrategias no quimicas, lo que supone considerar las
caracteristicas y condiciones especificas en que se desarrollan los rebafios, con el
fin de atacar las diferentes fases del ciclo vital de los parasitos, buscando reducir al

méaximo el empleo de los antihelminticos quimicos (Salgado-Moreno et al., 2017).

El propésito no es eliminar totalmente a los parasitos en los ovinos, sino
reducir de forma significativa el uso de los antihelminticos convencionales,
retardando la apariciéon de los parasitos en los rebafios. En general, se considera
gue estas estrategias de control, se orientan a tres aspectos fundamentales: 1)
Fortalecer la respuesta de los ovinos ante los parasitos, 2) Eliminar las fuentes de

contaminacion ambiental para reducir de forma significativa las poblaciones de
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parasitos y 3) disminuir el nimero de parasitos en los ovinos. Todo ello, de forma
sustentable (Hoste & Torres-Acosta, 2011; Ortiz et al., 2022).

Las estrategias no-quimicas, incluyen la rotacion de potreros, mantener una
higiene adecuada en éstos, proporcionar una alimentacion adecuada a los
animales, evitar el sobre-pastoreo, procurar el manejo adecuado de los pastos,
mejorar la respuesta inmune de los ovinos, fortalecer la resiliencia y resistencia de
los ovinos, a través de mejoras sustanciales en la calidad del alimento (incremento
de las proporciones de proteinas), el uso de suplementos alimenticios o bloques
multinutricionales, vacunacion, aplicacion del método FAMACHA (desparasitacion
selectiva), seleccion de animales con base en su resistencia genética, entre otros.
Recientemente, se ha incorporado el control biolégico, utilizando plantas, hongos
nematéfagos u hongos que por sus compuestos bioactivos, han mostrado una
actividad contra los helmintos (Garcia et al., 2016; Morales y Pino, 2016; Reyes-
Guerrero et al., 2021).

2.5 Fisiologia digestiva de los rumiantes

Los ovinos pertenecen a los mamiferos rumiantes, ya que poseen un
conducto gastrointestinal con cierto grado de especializaciébn y variaciones
anatomicas resultado de la evolucion y la seleccion del alimento, de igual manera
son considerados consumidores de gramineas, forrajes y vegetales fibrosos que las
enzimas digestivas son incapaces de degradar, pero mediante la fermentacién
realizada por microorganismos que viven en el rumen son aprovechados (Febres y

Vergara-Lopez, 2007).

Las ovejas tienen poca movilidad de los labios; sin embargo, la lengua es
delgada y movil, permitiéndole rodear el forraje para poder llevar el alimento al
hocico, la saliva es rica en bicarbonatos y fosfatos, tiene un pH de 8.2, su funcion
es regular el pH ruminal teniendo una produccién de 10 litros al dia promedio. La
cualidad de consumir altas cantidades de forrajes y paredes celulares es
consecuencia de tres compartimentos digestivos adicionales al estomago glandular

0 abomaso: al rumen, reticulo y omaso. En su conjunto, constituyen entre el 8 y el
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10% del peso del animal, abarcando alrededor del 75% de la cavidad abdominal.
Respecto al volumen total, el tamafio de abomaso y los compartimentos es
diferenciado, alrededor del 84% corresponde al rumen y el reticulo, el 12% al
abomaso y soélo el 4% al estbmago verdadero. El sistema de pre-estomagos de las
ovejas es muy voluminoso ocupando toda la mitad izquierda de la cavidad
abdominal, esto da un tiempo de permanencia de las particulas de alimento muy
prolongado, y por lo tanto una digestiébn microbiana eficaz de los componentes
estructurales vegetales. La motilidad a través de contracciones de los
compartimentos pregastricos permite una intensa mezcla de la ingesta, la
eliminacién de los gases del rumen y un avance regulado de la ingesta desde el
reticulo-rumen (18-72hrs) hacia el omaso las particulas que pasan a través del
orificio reticulo-omasal tiene una talla inferior a 1-2 mm, el tiempo de permanencia
de la ingesta en el omaso es de 0.5-3 horas, es aqui donde se lleva la mayor
absorcion de agua (15 a 25 litros al dia), en el abomaso el periodo medio de

permanencia de la ingesta es inferior a 1 hora (von Englehardt y Breves, 2005).

Desde el punto de vista fisioldgico y del metabolismo energético, cada una
de las regiones cumple un papel fundamental para garantizar el bienestar del
animal. En el abomaso (estbmago verdadero) se secretan enzimas hidrolasas
digestivas, responsables de las reacciones de hidrdlisis de moléculas de alto peso
molecular, que al reaccionar con moléculas de agua rompen los ésteres y los
enlaces peptidicos y glicosidicos. El rumen, es la porcidén en la que se degrada la
mayor parte del alimento que consume el animal. En esta porcion se realiza la
digestion fermentativa gracias a la presencia de microorganismos (bacterias,
archeas, protozoarios), responsables del aprovechamiento de polisacaridos
estructurales (pectina, celulosa, hemicelulosa) de las plantas, que no serian
digeribles por las enzimas propias del rumiante En el omaso, se realiza la reduccién
del tamafio de las particulas alimenticias, asi como la absorcién de agua y de Acidos
Grasos Volatiles (AGV) (Agarwal et al., 2015; Kittelmann et al., 2013; Zeng et al.,
2017).

Para aprovechar los nutrientes de los alimentos es esencial que se lleve a

cabo la fermentacién y produccion de acidos grasos volatiles AGV (como acido

17



acético, propionico y butirico) los cuales se absorben en el rumen. Estos procesos
se pueden ver alterados por una alimentacion deficiente de los ovinos, pero
principalmente por la presencia de parasitos. A diferencia de un animal sano, los
animales parasitados tienden a reducir la energia metabdlica que utilizan para la
produccion, en gran medida debido a que los parasitos hacen uso de los nutrientes,
pero también causan dafios anatdmicos como lesiones localizadas, formacion de
nédulos o degradacién del epitelio y mucosas que interfieren con los procesos de
absorcidn, lo que a la larga afecta a otros 6rganos y al bienestar del animal (Domke,
et al., 2011; Kahn & Woodgate, 2012).

2.6 Alternativas antihelminticas: Control biolégico

Debido a que la utilizacién de antihelminticos de origen quimico se ha visto
superada por factores como variabilidad escasa en farmacos desparasitantes, el
uso desmedido e inadecuado y la generacién de resistencia antihelmintica
(Selemon, 2018), se han buscado alternativas que ademas de controlar las
parasitosis, reduzcan los dafios ambientales, productivos y econdémicos asociados

a este control.

Dentro de las estrategias empleadas como el control de pastoreo, la
seleccidén genética, el control sanitario, la contencion de las areas contaminadas;
las mejoras en la alimentacién destacan por la relevancia que tienen en el impacto
de las parasitosis. Una adecuada alimentacion de los animales incrementa su
resiliencia y respuesta ante las parasitosis. Este aspecto es fundamental ya que se
ha demostrado que una nutricion inadecuada, no soélo altera el correcto
funcionamiento de la microbiota (disbiosis), sino que exacerba los efectos de las
nematodiosis. De esta forma, se ha establecido una interrelacion entre parasitos y
la microbiota residente que pueden tener incluso implicaciones en el grado en el
gue se desarrolla la enfermedad (Cortés et al., 2020). Sin embargo, el dotar de una
alimentacion balanceada y adecuada a los animales, no es una encomienda
sencilla, por las condiciones en que se realiza la crianza especialmente de los

ovinos, en donde una alta proporcion del alimento que consumen es durante el
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pastoreo, consumiendo pastos y forrajes que por lo general estan contaminados con

huevecillos y larvas de diferentes NGI (Arece y Rodriguez, 2010).

Ante esta problematica, se han venido ensayando opciones alternas para
controlar la proliferacion de los parasitos, a través del control biolégico. Si bien no
se busca un reemplazo total del uso de los antihelminticos comerciales, si se busca
disminuir su uso, mediante la aplicacion complementaria de estrategias integrales
mas sustentables, a través de las cuales se reduzcan las poblaciones de parasitos
a un nivel en el que no generen efectos nocivos (Garcia et al., 2016; Cruz, 2021).

En el control bioldgico, lo que se busca es emplear antagonistas naturales
para disminuir el nimero de huevos y de larvas, a un nimero que no resulte
perjudicial para los hospederos. Esto implica reconocer que, en las heces pueden
expulsarse desde huevos y diferentes estadios larvarios (L1, L2, L3) de los parasitos
y que en los pastos, hierbas y forrajes de los que se alimentan los animales durante
el pastoreo, generalmente se encuentran las formas infectantes (L3) de los NGI. En
este control sostenible, el uso de los antihelminticos comerciales se restringiria a
casos que requieren un tratamiento selectivo, en especial en animales con un
recuento significativamente alto de huevos, o con una alta carga parasitaria, en tanto
qgue el control biolégico implicaria el uso de enemigos naturales de los NGI, para
reducir el nimero de pardsitos. Al respecto, destacan los hongos hifomicetos o
nematéfagos, que corresponden a especies de hongos que se alimentan de las
formas libres de los parasitos, muchos de ellos producen esporas (Burke & Miller,
2020).

Hongos nematéfagos del género Ascomycota spp inicialmente utilizados
contra nematodos fitoparasitos de papas, mostraron que con sus hifas producen
trampas que atrapan a los parasitos, algunos otros producen esporas que el parasito
consume via oral o quedan en su cuticula del parasito y después son parasitados
por el hongo, algunos otros depredan a los huevos a través de enzimas que les
permiten penetrar los huevos y por ultimo esta la produccion de toxinas de origen
fungico (Degenkolb & Vilcinskas, 2016), en estudios con Clonostachys rosea se

demostré la actividad nemat6faga contra larvas infectantes (L3) de H. contortus
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(Rodriguez-Martinez et al., 2018), la forma mas frecuente de administrarlos es a

través de pellets de alginato de sodio, bolos de liberacion controlada, granos de

cereales con hongos nematéfagos, bloques energéticos, bloques minerales,

principalmente (Garcia et al., 2016).

En los animales se ha identificado que estos hongos interaccionan con los NGI

mediante tres vias:

1)

2)

3)

Hongos atrapadores/depredadores: Emplean redes o trampas adhesivas
(anillos constrictores) para capturar a las larvas de nematodos. A través de
la accion de enzimas tanto hidroliticas, como extracelulares (quitanasas,
proteasas, colagenasas), digieren la cuticula del parasito. Representantes de
este tipo de hongos son Arthrobotrys, Dactylaria, Dactylella vy
Monacrosporium. En los ovinos, las larvas mas mdviles como las de
Haemonchus, Cooperia y Ostertagia, estimulan una mayor produccion de
estas trampas adhesivas que las que presentan una menor movilidad como

las de Oesophagostomum.

Hongos endoparasitos: Caracterizados porque las hifas infértiles del hongo
sélo crecen dentro del nematodo, una vez que fueron ingeridas las esporas.
Una limitante para emplear estos hongos en el control biol6gico, es que estos
hongos son parasitos obligados por lo que requieren del contacto directo para
favorecer su dispersion. Asi mismo, que una vez activos sélo actian contra
las L1y L2. Entre estos se encuentran Harposporium anguillulae, Drechmeria

coniospora.

Hongos productores de toxinas: Corresponden a especies de hongos que
como producto de su metabolismo secundario producen toxinas que son
generan efectos adversos en los parasitos, como debilitamiento de la
cuticula, pérdida de la movilidad y muerte. Incluyen a hongos como
Alternaria, Aspergillus, Claviceps, Fusarium y Penicilium (Sagués et al.,
2011; Garcia et al., 2016; Jiang et al., 2017; Szewc et al., 2021).
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Los mas usados en el control de NGI en rumiantes son los del primer grupo
(atrapadores), dentro de los que destaca Duddingtonia flagrans con una alta eficacia
contra L3 de diferentes nematodos y en diferentes especies pecuarias en bovinos
(58.7-96.4%) y en ovinos (37.6-91.5%) (Szewc et al., 2021). En un estudio en el que
se busco estimar la proporcion de clamidosporas de D. flagrans necesarias para
lograr un atrapamiento 6ptimo de huevos o larvas infectantes (L3) de H. contortus,
en el que se emplearon proporciones crecientes de huevos y larvas contra
clamidosporas (1:1, 1:10, 1:100 y 1:1000), se determin6 que, en ambos casos, la

proporcion optima fue de 1:10 (Ojeda-Robertos et al., 2015).

Ademas de estos hongos, el control biolégico también incluye el uso de
plantas y macromicetos con propiedades antihelminticas. En el caso de las plantas,
frutos como la granada roja (Punica granatum) han sido confrontados contra
nematodos gastrointestinales siendo una opcion para el control bioldgico de la
Haemoncosis (Castagna et al., 2020). Asi mismo, el uso de extractos de metabolitos
secundarios de plantas, es otra alternativa en el control de H. contortus, tal es el
caso de Leucaena leucocephala que ha mostrado actividad sobre huevos y larvas
de este parasito (Rivero-Perez et al., 2019). Extractos acuosos de plantas forrajeras
como la madre de cacao (Gliricidia sepium), el guasimo (Guazuma ulmifolia), el
guaje (Leucaena leucocephala) y el palo mulato (Bursera simaruba) fueron
confrontados in vitro para evaluar su eficacia en el control de nematodos en ovinos.
Todos los extractos mostraron una eficaz actividad ovicida, y aunque las diferentes
dosis empleadas presentaron una actividad larvicida, se determiné que los extractos
de L. leucocephala y G. sepium, asi como la mezcla de ambos a 1.25mL reportaron
una mayor eficacia 68%, 85% y 77%, respectivamente contra larvas de
Haemonchus spp., Nematodirus spp. Cooperia spp., Oesophagostomum vy

Trichostrongylus spp., los principales NGI en ovinos (Antonio-Irineo et al., 2021).

Estudios realizados con distintos tipos de extracciones de plantas han
mostrado una importante actividad antihelmintica, entre otros, el realizado con
extractos de acetato de etilo de Moringa oleifera en el que se identificé la inhibicion
de la eclosion de huevos y un efecto larvicida contra L3 de H. contortus (Paez-Ledn,

2018); asi como, los extractos hidroalcohdlicos de vainas de Caeslpinia coriaria,

21



mostraron elevado efecto larvicida contra L3 de H. contortus (De Jesus-Martinez et
al., 2018). Con los extractos de los frutos de esta misma planta (C. coriaria) se probo
la eficacia en la eclosién de huevos de este nematodo (Olmedo-Juarez et al., 2022).
De igual forma, los extractos hidroalcoéholicos de Cassia fistula mostraron una alta
mortalidad de larvas a una concentracion de 50 mg/mL (Zaragoza-Bastida et al.,
2019).

Ademés de este tipo de extractos, también se ha probado la eficacia
antihelmintica de aceites esenciales contra H. contortus, identificando efectos
diferenciados como en Hesperozygis myrtoids (inhibicion de eclosién de huevos, y
larvicida), Artemis lancea (inhibicion de migracién larvaria), Eucalyptus staigeriana
(ovicida y larvicida), Thymus vulgaris (funciona como suplemento alimenticio,
detiene el desarrollo, motilidad y eclosion de las larvas), Arisaema franchetianum y
A. lobatum (99% de e inhibicién de la eclosion de huevos, en concentraciones de
10 mg/mL y 5-10 mg/ml respectivamente), Cassia fistula (ovicida y larvicida),
Skimmia laureola (dafio potencial a L3 por dafios en la membrana), entre otras

especies estudiadas (Fayaz et al., 2019).

Al igual que en las plantas, diversos estudios se han orientado al uso de
hongos tanto silvestres como cultivados, para probar su actividad antihelmintica. El
extracto hidroalcohélico del hongo silvestre Neolentinus ponderosus, fue
confrontado in vitro para evaluar su eficacia antihelmintica contra H. contortus, se
encontré que la mayor mortalidad (99%) de L3 se obtuvo a los 7 dias a una
concentracion de 3.4 mg/mL, y la CLso (Concentracion letal media) con 0.55 mg/mL
(Montafiez, 2020).

Un numero importante de investigaciones se han realizado con diferentes
especies del hongo comestible Pleurotus mismos que han demostrado (en su
mayoria in vitro) su actividad contra H. contortus, contribuyendo a que este hongo

sea una alternativa para el control de este nematodo (Pineda-Alegria et al., 2017).
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2.7 Uso de hongos comestibles (Pleurotus spp.) en el control de nematodos

Son diversos los estudios que abordan la valoracion de la actividad

nematicida y/o nematostatica de diferentes especies de Pleurotus spp., contra

nematodos de importancia fitosanitaria como veterinaria. En el Cuadro 4, se

presentan algunas de estas contribuciones en ambos campos.

Cuadro 4. Investigaciones para evaluar la actividad nematicida de Pleurotus spp.

Especie de
Pleurotus

Estadio/Nematodo
(parasito de)

Hallazgos

P. ostreatus
P. pulmonarius

P. sajor-caju

Meloidogyne spp. (de
tomate)

Radopholus spp. (de
platano)

Basidiomas
a diferentes

Evaluacion in vitro.
pulverizados y diluidos
concentraciones.

Efecto nematostatico (inmovilidad a [75
g/200mL]). Meloidogyne spp.: P. ostreatus
(82.8%), P. sajor-caju (62.8%) y P.
pulmonarius (39.6%).

Radopholus spp.: P. sajor-caju (72.4%), P.
ostreatus (45.2%) y P. pulmonarius (24.4%)

Efecto nematicida (muertos a [75 g/200mL])
Meloidogyne spp.: P. ostreatus (46.8.8%),
P. pulmonarius (21.6%) y P. sajor-caju
(24%).

Radopholus spp.: P. sajor-caju (43%), P.
ostretus (26%) y P. pulmonarius (18%)
(Sierra, 2014).

P. ostreatus

Larva J2, Globodera
pallida (de papa)

Evaluacién in vitro. Nematodo de la papa.
Tanto las hifas como los filtrados de caldo
de cultivo de P. ostreatus presentan
actividad nematicida y nematostatica contra
larvas J2 de G. pallida (Arteaga et al.,
2019).

P. djamor

Larva J2, Meloidogyne
enterolobii

Evaluacién in vitro de la fraccion PdR-2,
obtenida de una extraccion hidroalcohdlica
del basidioma. 24 horas de exposicion para
diferentes concentraciones. Mayor
mortalidad 86.3% a una [de 1.25 mg/mL?),
la menor (40.3% a la [0.039 mg/mL1]
(Gémez-Rodriguez et al., 2022).

P. ostreatus
P. eryngii
P. djamor

Larva J2, Nacobbus
aberrans (de tomate)

Mortalidad de N. aberrans (tomate): P.
eryngii (13.19%), P. ostreatus (68.05%) y P.
djamor (76.77%) (Sanchez-Salgado et al.,
2021).
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Evaluacion in vitro usando micelio.

P. ostreatus L3 Haemonchus Mortalidad de H. contortus (ovinos): P.
P. eryngii contortus (de ovinos) | eryngii (87.43%), P. ostreatus (81.49%) y P.

: djamor (87.43%) (Sanchez-Salgado et al.,
P. djamor 2021),

Evaluacion in vitro. Cultivo de hifas en agar-
agua para identificacion de toxinas producidas
. strigosus por las hifas de los hongos. Los hematodos se
. cornucopiae L3 Haemonchus confrontaron directamente a estos medios. En
. Subareolatus contortus (de ovinos) 30 segundos hay un efecto nematostatico con
. cystidiosus P. ostreatus, para las otras especies varian
. ostreatus entre 45-70 segundos. Mayor tasa de
mortalidad con P. ostreatus y la menor con P.
cornucopiae (Barrén & Thorn, 1987).

Evaluacién in vitro. Hongos macerados en
acetona y extractos hidroalcohdlicos. [20
pg/mL]. 18.8% de mortalidad maxima con
extractos hidroalcohélicos y de 9.63% con
extractos acetonicos (Cruz, 2017).

TTUVTUTTUVTDO

L3 Haemonchus

P. eryngii contortus (de ovinos)

Evaluacién in vitro. Extractos
hidroalcohélicos de sustratos agotados.
Comparando tres tiempos: a 15 dias de
colonizacién (SPS) a la primera cosecha

L3 Haemonchus (SPS1) y a la segunda cosecha (SPS2).
contortus (de ovinos) | Los extractos fueron sometido a biparticion
obteniendo una fraccién acuosa (PdAcO) y
otra de acetato de etilo (PdAct). La mayor
mortalidad se obtuvo con PdAct (80.11%)
(Colmenares et al., 2021).

P. djamor

Estas investigaciones muestran la diversidad de especies de Pleurotus que
han sido estudiadas respecto a su actividad antihelmintica. Las aproximaciones
metodoldgicas son diferentes, respecto al uso de micelio, hifas, extractos y especies
de nematodos. En las plantas se ha puesto especial atencion al género Meloidogyne
gue cuenta con un poco mas de cien especies que afectan a distintas plantas de
importancia econémica como tomate, papa, cebolla, entre otras. Su importancia a
nivel mundial se relaciona con los dafios provocados, su amplia distribucion
geografica y numero de especies que parasita (Gomez-Rodriguez et al., 2022). En
el caso de los animales, la atencion de muchas investigaciones se centra en la

especie H. contortus, probando la eficacia principalmente de Pleurotus ostreatus.
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2.8 Pleurotus ostreatus en el control de Haemonchus contortus

Pleurotus ostreatus es un hongo comestible con grandes cualidades, debido
a su conformacion nutricional, su alto contenido de proteinas, carbohidratos, acidos
grasos, fibra, macro y micro minerales, como calcio, fésforo, potasio, magnesio,
selenio, zinc y manganeso (Aguilar-Pumahuilica et al., 2019; Nifio et al., 2021). Es
considerado como un alimento funcional y nutracéutico, por sus propiedades
nutritivas y medicinales. Sus propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias,
antimicrobianas, antivirales, antihipertensivas, antioxidantes, antitumorales, entre
otras, se asocian a los compuestos producidos durante el metabolismo secundario,
como flavonoides y acidos organicos (compuestos fendlicos), fenoles, B-Glucanos,
estatinas, hemolisina, lacasas, polisacéridos, lectinas, tocoferoles, eringina, quitina,
entre muchos otros compuestos bioactivos (Sun & Liu, 2009; Anusiya et al., 2021,
Beltran et al., 2021; Nifio et al., 2021).

Existen investigaciones que han demostrado su cualidad para degradar
complejos lignocelulésicos (Herrera et al., 2021) y en otras, se destaca su capacidad
como nematicida contra Panagrellus spp y parésitos de importancia zootécnica y
pecuaria como Passalurus spp. y Haemonchus contortus (André et al., 2015;
Alvear, 2018; Sanchez-Salgado et al., 2021).

Los estudios realizados sobre la actividad antihelmintica de P. ostreatus
contra H. contortus, en su mayoria son in vitro. Presentan variantes, en las
caracteristicas de los ensayos empleados: concentraciones, tiempos de exposicion,
tipo de extractos (principalmente hidroalcohdlicos, aunque también se han
empleado acuosos y cetonicos), el material biologico empleado en los extractos, ya
sea hifas, micelio, basidiomas deshidratados o sustratos agotados en los que ha
crecido el hongo. Por lo general, las confrontaciones se realizan probando de
manera directa los extractos sobre un nimero controlado de huevos o larvas, para
valorar el efecto nematicida (y en algunos, nematostatico) (Sun y Liu, 2009; Alvear,
2018; Arteaga et al., 2020).

Los resultados obtenidos, contribuyen al conocimiento de estos efectos, a

través de la valoracion de diferentes variables. A manera de ejemplos, Valdez-
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Uriostegui et al. (2021), al evaluar diferentes concentraciones elaboradas a partir de
diferentes componentes de P. ostreatus, encontraron que a las 48 hrs., la mayor
inhibicion de la actividad de huevos (100%) se obtuvo con el extracto de micelio a
una concentracion de 0.8 mg/mL, en comparacion con el 98.2% para los extractos
de basidiomas y el 28% del sustrato agotado. Identificaron como metabolito
secundario responsable al xilitol. En tanto que la mayor actividad nematicida contra
las L3 se obtuvo a las 72 hrs con 96.8% para los extractos de micelio, 70.5% para
los basidiomas y 11.3% para el sustrato agotado. De acuerdo con este estudio, la
menor eficacia nematicida contra L3 se obtuvo con los extractos de sustrato agotado
(11.3%).

En contraste, en un estudio in vitro en el que se comparé la eficacia de
extractos hidroalcohodlicos de 10 sustratos agotados de P. ostreatus contra huevos
y larvas de este nematodo, empleando concentraciones entre 0.315 a 10 mg/mL,
los resultados obtenidos mostraron que todos los extractos presentaron actividad
nematicida, con valores superiores al 50%, correspondiendo el mayor porcentaje al
98.5% a las 48 hrs de exposicién. Dos de los extractos mostraron un 79% de
mortalidad de larvas a las 72 hrs. El analisis de los sustratos con mayor eficacia
reporté un porcentaje mayor a 90% de materia seca, alrededor del 10% de proteina
cruda, entre 20 y 50% de fibra cruda, cenizas 5% y extracto etéreo <3% (Téllez,
2021).

Por otra parte, se compard in vitro la eficacia de extractos hidroalcohdlicos
de diez sustratos agotados de P. ostreatus contra huevos y larvas de H. contortus,
empleando concentraciones entre 0.31 a 10 mg/mL, los resultados mostraron que
todos los extractos presentaron actividad nematicida con valores superiores al 50
%, correspondiendo el mayor porcentaje (98.5) a las 48 h de exposicién. Dos de los
extractos mostraron 79 % de mortalidad de larvas a las 72 h (Rodriguez, 2022). En
otro estudio, extractos hidroalcohdlicos (etanol-agua, 70:30) de sustratos agotados
de este hongo, fueron fraccionados con acetato de etilo para obtener dos fracciones,
una acuosa (FAc) y una organica (FACOET). La mayor eficacia larvicida se obtuvo
a la maxima concentracion (5 mg/mL), con 60.9 % para la fraccion organica y 29.8

% para la acuosa (Paez-Ledn et al., 2022).
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En otro estudio, en el que se partid del reconocimiento de las propiedades
medicinales de P. ostreatus se probaron hidrolizados de las proteinas del hongo
(extracto crudo del cuerpo fructifero), preparados a partir de tripsina, papaina y
pepsina para evaluar su actividad antihelmintica in vitro. Se encontré que los
hidrolizados de hongos con papaina fueron los de mayor eficacia, produjeron el
100% de mortalidad de las L3 de H. contortus después de una hora, en comparacion
con los extractos de tripsina y pepsina, que alcanzaron este porcentaje entre las 12-
24 hrs. de confrontacion (Edith et al., 2023).

Estas investigaciones muestran los avances que se han generado respecto
de esta tematica, mostrando que los resultados no son concluyentes pues existen
multiples variables que pueden influir en la actividad nematicida, como diferencias
en los sustratos, compuestos bioactivos que intervienen, el procesamiento de los
extractos, entre muchas otras. Hasta ahora, si bien estudios han contribuido a un
mayor conocimiento sobre la actividad ovicida y larvicida de P. ostreatus contra H.
contortus atribuyendo esta cualidad a la presencia de metabolitos secundarios como
taninos, polifenoles, acidos grados y terpenos, en estudios realizados
principalmente in vitro (Pineda-Alegria et al., 2017) generando resultados
alentadores; sin embargo, es necesario profundizar en estas investigaciones, para

identificar el efecto de los metabolitos secundarios presentes en los hongos.

Al respecto, hay estudios que ya se han orientado a la identificacion de
metabolitos secundarios con actividad nematicida, como el realizado con extractos
hidroalcohdlicos fraccionados por cromatografia de cuerpos fructiferos de Pleurotus
djamor de los que se aisl6 la fraccion PdR2 y la subfraccién PdB. En el analisis in
vitro, se determiné una alta eficacia de PdB en la inhibicion de huevos (100% a partir
de las concentraciones de 5mg/mL) y larvicida (97.2% a 20 mg/mL). En la
confrontacién in vivo, se utilizé el jerbo (roedor) como especie experimental
infestada artificialmente con Haemonchus contortus, obteniendo una actividad
larvicida de 92.5%. Atribuyen esta actividad a la mezcla del alitol y un terpeno no
identificado. Adn con estos resultados, los autores sugieren la utilizacion del

hospedero natural, para evaluar el nivel de eficacia (Gonzalez-Cortazar et al., 2021).
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Investigaciones como esta han identificado la accidbn de metabolitos
secundarios de P. ostreatus sobre H. contortus, aunque hace falta una revision
exhaustiva para cuantificar el numero de estos metabolitos que han sido
identificados. En un estudio, se identificé que P. ostreatus produce por lo menos 84
metabolitos secundarios con actividad nematicida. Sin embargo, hasta ahora no se
han probado sus efectos in vivo, asi como también, se desconoce si estos
metabolitos seran capaces de sobrepasar la digestion ruminal. Por ello, es
importante realizar estudios orientados a este propdsito para verificar su eficacia in
Vivo y plantear alternativas para su uso en el control sostenible de estos parasitos
(Degenkolb & Vilcinskas, 2016).
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3. JUSTIFICACION

Uno de los principales problemas y mas recurrentes que enfrenta la ovinocultura en
todo el mundo, esta relacionado con la alta propension de los ovinos a contraer
parasitosis gastrointestinales. La presencia de los parasitos afecta la conversion
alimenticia, lo que significa afectaciones directas en los parametros productivos y
reproductivos de los animales infestados, traduciéndose en importantes pérdidas
econOmicas para los productores, por la mortalidad de animales causada por
parasitosis severas y frecuentemente multigenéricas, debido a la presencia de
simultdnea de diferentes géneros de parasitos en las distintas porciones del tracto
digestivo de los animales parasitados. De igual forma, las pérdidas econ6micas
estan asociadas a la pérdida de valor en la cadena productiva y los altos costos que
representa el control de los pardsitos, mediante el uso de antihelminticos
comerciales. A pesar de la eficiencia que tenian muchos de estos farmacos para
controlar las parasitosis, el uso indiscriminado y la administracion a dosis
incorrectas, ha traido como consecuencia el desarrollo de resistencia por parte de
los parasitos. Algunos de ellos, como Haemonchus contortus, el nematodo
gastrointestinal mas nocivo para los ovinos, incluso ha desarrollado multi-resistencia
a diferentes antihelminticos. Adicionalmente, una desventaja del uso de los
antihelminticos comerciales, son los graves dafios provocados al ambiente, por la
excrecion de residuos toxicos en las heces de los animales, que contaminan el
suelo, los cuerpos de agua y los pastizales. Es por ello que, mas alla del control
quimico, dentro del control biol6gico se estan estudiando alternativas que
contribuyan con este control, sin causar efectos nocivos en el ambiente. En estas
alternativas, destaca el uso de extractos del basidioma de diferentes especies de
hongos comestibles, para controlar diferentes estadios del ciclo de vida de los
nematodos gastrointestinales y poder regular las poblaciones de parasitos y los

efectos nocivos que causan en los animales.

29



4. HIPOTESIS

La utilizacion de extractos de basidiomas y sustrato agotado de Pleurotus ostreatus
es una alternativa viable para el control de nematodos gastrointestinales de ovinos

sin causar afectaciones al ambiente.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de extractos de basidiomas y sustrato agotado de Pleurotus
ostreatus sobre nematodos gastrointestinales del ovino y su impacto en los

parametros productivos.

5.2. Objetivos Especificos

1. Determinar el efecto de Pleurotus ostreatus en el rumen a través de la

produccion de gas in vitro.

2. Determinar el efecto in vitro de extractos de basidiomas y sustrato agotado
de Pleurotus ostreatus contra huevos y larvas Ls de nematodos

gastrointestinales presentes en heces de ovinos.

3. Comparar la eficacia ovicida y larvicida de extractos de basidiomas y sustrato

agotado de Pleurotus ostreatus, contra NGI de ovinos.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Tipo de investigacion
Tipo de estudio: Cuali-cuantitativo, experimental y transversal.

Variables Independientes: Concentraciones establecidas por duplicacién porcentual
de basidiomas de P. ostreatus y su sustrato agotado (1.12, 2.25, 4.5 y 9%). Los
tiempos de confrontacién fueron 72 h para los huevos y para las larvas con dos
tiempos: 24 y 48 h. Como control negativo, agua destilada y como control positivo

un antihelmintico comercial (Ivermectina 5ug/50ul).

Variables dependientes: No eclosion de huevos y mortalidad de larvas de

nematodos gastrointestinales de ovinos, en bioensayos realizados in vitro.

6.2 Localizacion geogréfica del area de estudio

El estudio se realizé en el municipio de Ayapango, ubicado en la Region |
“Amecameca’, al suroriente del Estado de México, entre los paralelos 19° 06’ y 19°
10’ de latitud norte y los meridianos 98° 46’ y 98° 51’ de longitud oeste, a 2450
msnm. El clima predominante es templado subhimedo con lluvias en verano, con
una temperatura media anual de 14.7 °C y una precipitacion media anual de 900
mm. Predominan los suelos tipo regosol (61.7 %) y arenosol (16.6 %). De la
superficie territorial de 50.8 km2 con que cuenta, el 84.1 % se destina para
actividades agropecuarias, siendo la principal actividad econdmica del municipio.
En el sector pecuario destaca la crianza de ganado bovino, ovino y porcino, asi

como de aves de corral, principalmente de pollo de engorda (COPLADEM, 2022).

6.3 Proceso metodoldgico
6.3.1 Obtencién y procesamiento de basidiomas y sustrato agotado

Se obtuvieron muestras de 500 g de basidiomas y sustrato agotado de P.
ostreatus, provenientes de dos unidades de produccién localizadas en los
municipios de Tenango del Aire y Amecameca. Una vez obtenidas, fueron

etiquetadas para su traslado al laboratorio. Para su deshidratacion, las muestras se
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colocaron sobre charolas con papel absorbente, sin exposicion directa al sol a
temperatura ambiente, realizando cambios periddicos del papel absorbente hasta
su total secado. Una vez deshidratados, se pesaron 50 g de cada una con una
balanza granataria (Modelo VE-2610, marca VELAB) y se fraccionaron con tijeras,
para triturarlas en porciones pequefias. Posteriormente, fueron procesadas a un
tamafo de particula < 2mm con un molino eléctrico (Hamilton Beach 80350R). Cada
muestra fue rotulada y almacenada a temperatura ambiente en tubos conicos
estériles de plastico de 50 mL, sellados con papel Parafilm (PM992) para evitar la
rehidratacion, los cuales fueron forrados con papel aluminio para impedir el contacto

con la luz.

6.3.2 Simulacién in vitro de la digestion en el ambiente ruminal y
preparacion de los tratamientos.

Como forraje base para la digestion in vitro, se utilizé ensilado de maiz (Zea

mayz L., Poaceae), el cual fue secado en una estufa (Blinder serie 12-08177) a 70
°C por 72 h. Posteriormente fue molido a un tamafio de particula de 1mm. Con una
balanza analitica (Modelo GA200, marca OHAUS), fue pesado el material
deshidratado: basidiomas, sustrato agotado y ensilado de maiz, de acuerdo con las
proporciones correspondientes calculadas, para una mezcla total de 20 g por
tratamiento. Las proporciones de basidioma (B) o sustrato agotado (SA) y ensilado
de maiz (EM), para los cuatro tratamientos fueron: Tratamiento al 9% (B o SA= 1.8
g; EM= 18.2 g), Tratamiento al 4.5% (B o SA= 0.9 g; EM= 19.1 g), Tratamiento al
2.25% (B 0 SA=0.45 g; EM=19.55 g) y Tratamiento al 1.12% (B o0 SA=0.22 g; EM=
19.78 g) respectivamente, para las muestras de los municipios de Tenango del Aire

y Amecameca.

La extraccidén de in6culo ruminal fue realizada preprandialmente de ovinos
donadores, utilizando para su colecta una sonda esofagica flexible (marca
DEMOTEC). Una vez obtenido, se filtr6 con cuatro capas de tela gasa, para después
conservarlo en un termo a temperatura de 39 °C para su traslado al laboratorio. El
liguido ruminal y la solucion mineral reducida fueron mezclados en una relacion 1:9

y se gasificaron con CO2 para mantener las condiciones anaerobias, siguiendo la
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técnica descrita por Theodorou et al. (1994). En frascos ambar con capacidad de
120 mL, se colocaron 20 g de cada tratamiento a cada frasco agregando 90 ml de
liqguido ruminal estandarizado con un flujo constante de CO2, cerrandolos
herméticamente. Fueron incluidos dos frascos como blancos (liquido ruminal
estandarizado). Tanto a los blancos como a los tratamientos se les midio la presion
de gas para garantizar que se estuviera llevando a cabo la fermentacién in vitro. La
incubacion se realiz6 a 39°C en bafio maria, y la medicion del gas se hizo utilizando
un manometro digital (SSI Technologies, Inc MG-15-A-9V-R). Transcurridas 72 h, el
contenido de los frascos fue filtrado para determinar la desaparicion in vitro de la
materia seca, el liquido colectado se mantuvo en refrigeracion a 4 °C hasta el

empleo en los bioensayos.

6.3.3 Obtencion de huevos de nematodos de NGI.

En las diferentes etapas en que se trabajé con los ovinos del rebafio
seleccionado, los procedimientos atendieron en todo momento los estandares de
uso y cuidado de animales destinados a la investigacion emitido por el Comité de
Bioética del Centro Universitario UAEM Amecameca de la Universidad Autbnoma
del Estado de México, asi como también atendiendo los establecido en la Norma
Oficial Mexicana NOM-024-Z00-1995 (DOF, 1995). Inicialmente, se realizé un
muestreo preliminar al azar en un rebafio de un productor cooperante, colectando
las heces directamente del recto de los ovinos; a través de un examen

coproparasitolégico, se confirmd la existencia de huevos de NGI.

Posteriormente, se seleccionaron al azar 20 borregos, de los cuales fueron
colectadas de 2 a 10 g de heces, empleando guantes de palpacion de plastico. Una
vez colectadas las muestras, se identificaron y mantuvieron a temperatura de
refrigeracion (4°C) para su traslado inmediato a laboratorio. Las heces colectadas
fueron homogenizadas manualmente macerando dentro del guante.
Posteriormente, cada muestra fue resuspendida con 100 mL de solucién salina
(NaCl) al 40%; el homogenizado fue filtrado con gasas para dejarlo reposar en vasos
de plastico, duarante 20 min. EIl sobrenadante colectado fue procesado en una

centrifuga (Centrifugal Machine 800-1) a 1500 rpm por 5 min en tubos de
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Vacutainer. El anillo formado por los huevos fue recolectado utilizando una
micropipeta (Labnet BioPette Plus) y lavado con agua destilada en tres ocasiones,
para eliminar el cloruro de sodio y concentrar los huevos en el fondo del tubo. Los
huevos recuperados se conservaron en tubos Eppendorf de 3 mL, con solucion

salina isoténica (0.9 %), a 4° C hasta su empleo en el bioensayo.
6.3.4 Obtencion de larvas

Con el resto de las heces colectadas, se procedio a efectuar un coprocultivo,
siguiendo el procedimiento sefialado por Liébano et al., (2011); colocandolas en una
bandeja de plastico y mezclandolas con agua destilada hasta alcanzar una
consistencia pastosa. Transcurrida una hora, se afiadieron fragmentos de espuma
de poliuretano (de dimensiones aproximadas de 1.5 x 1.5 x 0.5 cm), cubriendo el
recipiente con papel aluminio, dejando una pequefia ventana de ventilacion para
incubarlas por 12 dias a 27 °C, en una estufa bacterioldgica (Blinder serie 12-
08177). Transcurrido el tiempo de incubacién, se aplico la técnica de Baerman para
recuperar las larvas L3 a las 24 h posteriores. Una vez colectadas en tubos
Vacutainer de plastico, se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min, para obtener las
larvas del fondo del tubo utilizando una micropipeta (CE-50). Para eliminar los
detritus, las larvas fueron resuspendidas en solucion salina (NaCl) al 40% vy
consecutivamente, se procedié a realizar tres lavados con agua destilada. Las
larvas se conservaron en tubos Eppendorf de 3 mL con solucién salina isoténica

(0.9%), a 4 °C hasta su empleo en el bioensayo correspondiente.
6.3.5 Realizacion de los bioensayos

Los bioensayos se realizaron en el Laboratorio Multidisciplinario de
Investigacion y en el Laboratorio de la Licenciatura en Medicina Veterinaria y
Zootecnia del Centro Universitario UAEM Amecameca, km 2.5 Carretera
Amecameca-Ayapango, Estado de México, Universidad Autbnoma del Estado de
México. La confrontacion se realizé en microplacas de poliestireno de 96 pocillos de
360 pL de capacidad (Corning®).
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6.3.5.1 Estimacién de lainhibicidon de la eclosion de huevos (IEH) de NGI

Con los huevos de NGI previamente reservados, se prepar0 el volumen
suficiente para conseguir una dilucién aproximada de 100 huevos en 50 pL
empleando una micropipeta de 10-100 uL (CE-50). En cada pocillo se colocaron 50
ML, de la solucidon obtenida de la digestion in vitro correspondiente a cada
tratamiento (B) y (SA) y afadiendo 50 pL con la dilucién ya mencionada de los
huevos, identificando cada tratamiento y concentracion. Como control negativo se
empled agua destilada y como control positivo ivermectina 5ug/50pl. Las placas se
mantuvieron a 27 °C por 72 h, al finalizar se refrigeraron por 4 h para limitar el
metabolismo y proceder a realizar la lectura, considerando los huevos que no
eclosionaron y las larvas (vivas o muertas); se empled un microscopio 6ptico a un
aumento de 40 X (Velab VE-B6 binocular). El porcentaje de inhibicion de la eclosiéon

se calcul6 con la formula (Pineda-Alegria et al., 2017):

L, » Promedio del Tratamiento — Promedio del Control (—)
% inhibiciéon de eclosiéon de huevos =

Promedio del Tratamiento

6.3.5.2 Estimacion de la mortalidad de larvas de NGI

Para el caso de las larvas, fueron empleados dos tiempos de confrontacién
(24 y 48 h). Para la homogenizacion y dilucion, fue seguido el mismo procedimiento
empleado con los huevos, con aproximadamente 100 larvas en 50 uL. Después en
cada pocillo del tratamiento correspondiente, se depositaron 50 pL de la solucién
derivada de la digestibilidad in vitro adicionando 50 pL con las larvas diluidas en
solucién salina fisioldgica (0.9 %), para un volumen final de 100 yL. Posteriormente,
fue realizada la lectura en un microscopio éptico a un aumento de 40 X. El criterio
para establecer las larvas vivas fue que mostraran movimiento o estuvieran
enroscadas y al estimularlas se movian; en el caso de las muertas, aquellas que se
encontraban elongadas y sin movimiento aun cuando fueran estimuladas. La
mortalidad de larvas se calcul6 a través de la férmula adaptad de Pineda-Alegria et
al. (2017):
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) Promedio del Tratamiento — Promedio del Control (—)
% de mortalidad de larvas =

Promedio del Tratamiento

6.3.6 Anélisis Estadistico

Los datos sobre la inhibicion de la eclosion de huevos y la mortalidad de larvas de
NGI, fueron analizados mediante un modelo lineal generalizado, usando un analisis
de varianza (ANOVA), para examinar las diferencias entre las medias de las
diferentes concentraciones de los tratamientos empleados tanto para los
basidiomas como para el sustrato agotado. El control negativo (agua destilada) se

utilizé para ajustar el porcentaje de mortalidad.
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7. RESULTADOS

Los resultados generados a partir de los datos obtenidos de la investigacion,
fue la publicacién del articulo de investigacion “Uso de hongos comestibles como
alternativa sustentable en el control de nematodos gastrointestinales en ovinos/
“Use of edible mushrooms as a sustainable alternative for the control of
gastrointestinal nematodes in sheep”, aprobado para su publicacion en la Seccidn
de Ciencia Animal de la Revista Chapingo Serie Agricultura Tropical, el 21 de abril
de 2025.

[rchsagt] Decision del editor/a

De: ojscori@gmail.com <ojscori@gmail.com>

Enviado: lunes, 21 de abril de 2025 11:00 a. m.

Para: JUAN JOSE OJEDA CARRASCO <mvzoijeda@hotmail.com>; Tomas Escobar-Espinosa
<tmska0695@gmail.com>; Virginia Guadalupe Garcia-Rubio <vggarciar@uaemex.mx>; Pedro Abel

Hernandez-Garcia <pedro_abel@vyahoo.com>
Asunto: [rchsagt] Decisidn del editor/a

JUAN JOSE OJEDA CARRASCO, Tomas Escobar-Espinosa, Virginia Guadalupe
Garcia-Rubio, Pedro Abel Hernandez-Garcia:

Hemos tomado una decisién sobre su envio en Revista Chapingo Serie Agricultura
Tropical, "Utilizacién de hongos comestibles como alternativa sustentable en el
control de nematodos gastrointestinales en ovinos".

Nuestra decision es: Aprobado para publicacién

Revista Chapingo Serie Agricultura Tropical
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Utilizacién de hongos comestibles como alternativa sustentable en el
control de nematodos gastrointestinales en ovinos

Use of edible mushrooms as a sustainable alternative for the control
of gastrointestinal nematodes in sheep

Tomas Escobar-Espinosa’, Virginia Guadalupe Garcia-Rubio?, Pedro Abel Hernandez
Garcia?, Juan José Qjeda-Carrasco®*

! Maestria en Ciencias Agropecuarias y Recursos Maturales, Centro Universitario UAEM Amecameca,
Universidad Autdnoma del Estado de México, MEXICO, tescobaref30@alumno.usemes. mx

* Centro Universitaric UAEM Amecameca, Universidad Autdnoma del Estado de México, MEXICO. "Autar

de comespondencia: jojedacfluaeme: mx

Resumen

La alta prevalencia de pamasitosis asociadas a nematodos gastrointestinales (NGI), afecta los parametros productivos,
disponibilidad de proteina animal y economia del sector oving mundial. La creciente resistencia de bos parasitos a los
anthelminticos comerciales, tiende a agudizar esta problematica. Ante esto, son necesarias estrategias de control
rentables y sustentables, capaces de actuar sobre las diferentes fases de desamollo de los parasitos. El objetive del
presente estudio fue evaluar el efecto ovicida y larvicida de hongos y sustrato agotade de dos cepas de Pleurofus
ostreatus contra NG| de ovinos. Para la obtencion de huevos y larvas de NG, fueron colectadas heces de 20 animales
de un rebafio previamente diagnosticado del municipio de Ayapange, Estado de México. Se evalud el efecto in vitro de
cuatre concentraciones del honge y el sustrato agotado (12, 2.25, 4.50 y 9 %) por tripficado; como controles: negativo,
agua destilada y positive, ivermectina al 1 %; a tempos de exposicion de 72 h para los huevos; 24 v 48 h para las
larvas. El analisis estadistico fue mediante ANOVA. La maxima mortalidad promedio en la inhibicion de eclosion de
huevos, se observo en ka concentracion de 9 %, con 78.3 % para los hongos y 89.3 %, pam el sustraip agotado. Para
las larvas, misma concentracion (8 %) a 48 h con promedios de 85.6 y 85.2 %, respectivamente. El uso de P. ostreatus
¥ sUs sustratos agotados, representan una opcion viable para reducir el uso de antielminticos comeriales, danios al
ambiente e impulsar la ovinocultura sustentable

Palabras clave: Parasitosis, Plewrotus osfreafus, sustrato agotado (Tesauros | y resistencia anthelmintica.

Abstract

The high prevalence of parasitic infections caused by gastreintestinal nematodes {GIM) negatively impacts production
parameters, the avalability of animal protein, and the global sheep faming economy. The growing resistance of
parasites to commercial anthelmintics tends to worsen this problem. Consequently, cost-effective and sustainable
conirel strategies are needed that can target the various developmental stages of these parasites. The objective of this
study was to evaluate the ovicidal and larvicidal effects of mushrooms and spent sulbstrate from bwo strains of Pleurofus
ostregtus agamst GIN in sheep. To cbiain GIN eggs and larvae, fecal samples were collected from 20 animals in a
previously diagnosed flock from the mumicipality of Ayapango, Estado de México. The in vitro effect of four
concentrations of mushrooms and spent substrate (1.2 %, 2.25 %, 4.50 %, and 9 %) was evaluated in tiphcate. Distilled
water was used as a negative controd and 1 % Ivermectin as a positive control. Exposure times were 72 howrs for eggs
and 24 and 48 hours for larvae. Statistical analysis was performed using ANOWA. The highest average mortality rate in
egp hatch inhibition was observed at the 8 % concentration, with 783 % for mushrooms and 89.3 % for the spent
substrate. For larvae, the same 8 % concentration after 48 hours resulted in average mortalities of 85.8 % and 65.2 %,
respectively. The use of P. ostreatus and its spent subsirates represent a viable option for reducing reliance on
commercial anthelmintics, mnimizing envirenmental damage, and prometing sustainable sheep farming.

Keywords: Parasitosis, Pleurofus osfregtus, spent substrate (Thesaurus); and anthelmintic resistance.
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8. DISCUSION

Diferentes estudios realizados a partir de extractos obtenidos a partir de
solventes de diferente polaridad, tanto acuosos como hidroalcoholicos (empleando
principalmente etanol o metanol) reportan los efectos ovicidas y/o larvicidas en NGI
de ovinos, principalmente contra H. contortus, el nematodo mas prevalente. La
presente investigacion, en la que se simul6 el ambiente ruminal en la preparacion
de los tratamientos a base de Basidiomas (B) y sustratos agotados (SA) de P.

ostreatus, hace aportaciones al conocimiento sobre dichos efectos.

De las concentraciones empleadas en los tratamientos existe una diferencia
en la eficacia entre los B y el SA de ambas unidades de produccién de los hongos:
Amecameca (Am) y Tenango del Aire (TdA). En los B la mayor eficacia porcentual
en la IEH en Am correspondié a la concentracion de 9% (85.7%), seguida de la de
2.25% (69.8%). En contraste, para los B de TdA, la mayor eficacia se alcanz6 a la
maxima concentracion 9% (70.9%), seguida por la de 1.12% (66.3%). De acuerdo
con los valores promedio de las distintas concentraciones, los basidiomas de Am
tuvieron una mayor eficacia que los de TdA, con 69.4 y 62.4%, respectivamente. En
cuanto a los resultados obtenidos de los tratamientos con el SA, en ambos casos
las mejores eficacias para Am y TdA se alcanzaron a la maxima concentracién (9%),
con 77.3 y 61.3%, seguidas por la concentracion de 2.25% con 61.1 y 57.9%,
respectivamente. Con base en los valores promedio, los SA de TdA mostraron una
mayor eficacia larvicida (56.8%) que los proveniente de Am (54.5%). Al comparar
los promedios obtenidos a la maxima concentracion, los extractos obtenidos a partir

de B mostraron una mayor eficacia (78.3%) que los provenientes de SA (69.3%).

En ambos casos (B y SA) para Am y TdA no existid una correlaciéon directa
entre efecto y concentracion, por las eficacias alcanzadas en cada una de estas,
gue no muestran una relacion directamente proporcional, basada en el supuesto de
gue mayores concentraciones hay una mayor eficacia. Sin embargo, los resultados

del ANOVA, muestran diferencias significativas.
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Al comparar la mayor eficacia de IEH (85.7% B-Am [9%]) con la Ivermectina
(5ug-50ulI-1) usada como control positivo, en la que se obtuvo un 88.4%; se
observan valores muy cercanos que muestran que el uso de los hongos representan
una alternativa viable de control biolégico de los NGI, en el primer estadio del ciclo

de vida de estos parasitos.

Comparativamente, la méxima eficacia promedio de IEH obtenida (X=78.3 %,
B [9%]) se ubica ligeramente por debajo a la reportada por Paez-Leodn et al., (2022)
para la fraccion hidroalcohdlica de P. ostreatus, en la que obtuvieron una
IEH=78.8%, pero superior a la reportada para la fase acuosa de 76.9%. Sin
embargo, la IEH promedio obtenida es significativamente menor que la reportada
por Magalhdes de Matos et al., (2020) para extractos acuosos de B a las 72 h y una
concentracion de 2.24 mg.mL?, del 100%. Asi mismo, al de Valdez-Uriostegui et al.
(2021) quienes refieren una eficacia de 100% a las 72 h de exposicidon con extractos
hidroalcohdlicos metanol-agua (70:30) de B de este hongo, alcanzado a diferentes
concentraciones dentro del rango 12.8 a 25.6 mg.mL"1. De igual forma, la eficacia
es menor a la reportada por Cuevas (2019) de 97.6% a las 24 h, obtenida a partir

de extractos crudos de P. ostreatus.

Con relacién a la actividad larvicida hubo mayor eficacia a mayor tiempo de
exposiciéon (48h) y maxima concentracion [9%]. Para los extractos a base de B, a
las 24 h y 48 h, se obtuvieron eficacias larvicidas de 60.7 y 65.7% para Am, y de
60.6 y 65.4% para TdA. En contraste, para los tratamientos a partir de SA, los
valores obtenidos fueron de 61 y 65.5% para Am y para TdA con 61.1 y 64.9%,
respectivamente. Con base en los valores promedio, hubo una mayor eficacia
larvicida en los tratamientos con extractos de B que los de SA. A las 24h con 57.9
vs 56.9%, y a las 48h con 63.9 vs 63.6%. En todos los casos, la eficacia es superior
a la reportada por Magalhdes de Matos et al. (2020) a las 72 h [17.24 mg.mL"!] del
50%. Asi mismo, a los de Valdez-Uriostegui et al. (2020) quienes obtuvieron el
mayor efecto larvicida a partir de extractos hidroalcohdlicos de basidiomas etanol:
agua (70:30) a la maxima concentracion (240 mg.mL™?) con 11,8% (24h) y 50,5%
(48h). Sin embargo, el promedio maximo de B (57.9%) y SA (63.9%) son menores
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a los reportados por Sanchez-Salgado et al. (2021) de 81.49% y Comans-Pérez et
al. (2021) de 81.6% a una [200 mg.mL!] a un tiempo de exposiciéon de 72 h.

Respecto a las comparaciones sobre las eficacias alcanzadas en la presente
investigacion, es pertinente considerar que las diferencias, entre otros aspectos,
pueden estar asociadas a las metodologias empleadas, el tipo de extraccion y
solventes empleados, asi como las condiciones de crecimiento de los hongos que
pueden introducir variantes importantes en la composicion de los metabolitos
secundarios presentes en los basidiomas, que son los responsables de la actividad
nematicida. Segun lo establece Sakamoto (2018) estos metabolitos secundarios
estan estrechamente vinculados con los procesos de biogénesis, los cuales estan
determinados por la naturaleza y diversidad de nutrientes presentes en el sustrato
en el que se desarrollan. Por ello, las variaciones en la composicion del sustrato
influyen en el metabolismo secundario de los hongos; y, por tanto, en los

compuestos que se sintetizan como resultado de este proceso.

Esto fue demostrado por Chegwin y Nieto (2013), quienes realizaron un
estudio en el que compararon la composicion quimica de P. ostreatus cultivado en
diferentes sustratos. Aunque todos los sustratos tenian idénticos contenidos de
sales NaNOs (80 mg/L), MgS0Oa4.7H20 (20 mg/L), KH2PO4 (30 mg/L) y KCI (10 mg/L),
las variaciones estuvieron determinadas por los suplementos integrados, a base de
harinas de distintos cereales como fuentes de carbono (avena, cebada, trigo, arroz,
maiz, soya, salvado de trigo, trigo integral, maiz pinto y amarillo, asi como harina de
siete granos). Determinaron que la relacion carbono-nitrégeno (C/N) y el contenido
de carbohidratos en los sustratos, influye en la composicion quimica de los hongos,
la produccién de metabolitos y el rendimiento de la biomasa de los micelios.

Esto permite comprender el por qué en la presente investigacion, a pesar de
gue se empled la misma especie de hongo (P. ostreatus), los efectos ovicidas y
larvicidas fueron diferentes, tanto en los B como en el SA. En el caso de los hongos
provenientes de Am, el productor utiliza como sustrato para el cultivo una mezcla
de rastrojo de maiz con paja de avena, en tanto que el productor de TdA, solo paja
de trigo.
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AUn y con estas variantes en los resultados generados, lo cierto es que los
estudios en los que se utiliza a los basidiomas y sustrato de P. ostreatus muestran
que puede ser una alternativa viable para el control de los parasitos
gastrointestinales de los ovinos. En las condiciones actuales, las distintas
contribuciones generadas al respecto, deben analizarse desde una vision mas
amplia, integral y multifactorial, que permita comprender los alcances que esta
alternativa puede ofrecer. El enfoque “Una Salud”, permite esta aproximacion, al
reconocer la intrinseca interrelacion que existe entre la salud de los animales, la
salud humana y las condiciones del ambiente, como espacio de coexistencia, al
subrayar la importancia de la colaboracion multidisciplinaria, la vigilancia
epidemioldgica, la evaluacion y gestion de riesgos y la importancia de una respuesta
rapida y coordinada, para enfrentar los desafios que afectan la vida en el planeta

(Torres-Castro y Rivero-Juarez, 2023).

En este marco, el control de las parasitosis (y cualquier enfermedad) no sélo
tiene importantes repercusiones en la salud y bienestar de los animales, sino que
ademas implica beneficios a la productividad y, por ende, a la disponibilidad de
proteina animal, indispensable para el consumo y salud humana (Urbizu-Gonzélez
et al., 2023). El desarrollo de alternativas de control biolégico, como ésta en que se
analizan los efectos nematicidas de una especie de hongo, ademas de reducir las
pérdidas econdémicas, favorece el cuidado ambiental. Por un lado, al disminuir los
dafios provocados por la acumulacion de desechos téxicos provenientes de los
farmacos excretados al ambiente en las heces de animales tratados con
antihelminticos comerciales, los cuales dafian el suelo, cuerpos de agua y pastizales

donde son alimentados los rebarios.

Debido a que estos antihelminticos suelen persistir en el suelo, o bien,
filtrarse a los cuerpos de agua, son considerados como elementos ecotoxicos que
tienden a circular en todas las cadenas alimentarias, al incorporarse junto con los
nutrientes en los alimentos de consumo animal y humano. Un aspecto importante
es que afectan a las poblaciones de microartropodos del suelo, responsables de

generar servicios a los ecosistemas indispensables, como la descomposicién e
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integracion de la materia organica, la mineralizacion y los ciclos de nutrientes, entre
otros (Vokral et al., 2023).

Por otro lado, esta alternativa fomenta el cuidado al ambiente mediante la
utilizacion de los esquilmos agricolas en el cultivo de los hongos. Esto favorece la
bioeconomia circular, al obtener beneficios adicionales por la optimizacion de
recursos agricolas disponibles (Garcia y Ojeda, 2022). Esta bioeconomia, al
sustentarse en la valoracion sostenible y eficiente de los recursos naturales locales,
ademas de representar nuevas oportunidades para el desarrollo regional, tiene un
especial potencial para dar impulso a la sostenibilidad ambiental (Catedra et al.,
2024).

En este caso, este modelo economico ademas de contribuir con estos
aspectos, ofrece la posibilidad de aumentar la disponibilidad de alimento de gran
valor para la crianza de los ovinos, al emplear los sustratos los cuales ademas de
los esquilmos agricolas procesados utilizados, estan enriquecidos por los
remanentes post-cosecha de micelio y primordios de hongos, los cuales aportan
grandes beneficios por su composicién nutricional asociado a su alto contenido de
proteinas, carbohidratos y grasas; asi como de minerales como sodio, potasio,
calcio, hierro, cobre, zinc y manganeso (Nieto-Juarez et al., 2019), lo que en suma

favorece mejores procesos productivos y una ganaderia mas sustentable.
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9. CONCLUSION

Los extractos de basidiomas y sustratos agotados de P. ostreatus empleados
en los tratamientos a su maxima concentracion (9%), mostraron efectos ovicidas y
larvicidas contra los NGI que afectan a los ovinos integrados en el estudio. Los
resultados obtenidos llevan a aceptar la hipotesis planteada, de que estos extractos
son una alternativa viable para el control de nematodos gastrointestinales de ovinos
sin causar afectaciones al ambiente, en comparacion con los dafios comprobados
gue genera el uso de antihelminticos comerciales en el tratamiento de estas
parasitosis. Junto con ello, ante la ausencia de antecedentes al respecto, se
demostro que la preparacion de los tratamientos a partir de la simulacion in vitro de
la digestion en el ambiente ruminal, empleando ensilado de maiz y liquido ruminal
gasificado con COz2 para garantizar la fermentacion anaerobia en el rumen, tal como
sucede en condiciones naturales, no influyd en los efectos nematicidas de los

basidiomas y sustrato agotado de P. ostreatus.
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