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Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad nematicida in vitro de tres cepas del micelio del
hongo comestible Pleurotus spp. (P. ostreatus cepa: 1123, P. eryngii cepa: 1290y P. djamor cepa: 0127)
contra los nematodos Haemonchus contortus (L) y Nacobbus aberrans (J;). En placas Petri se cultivo
durante 8 dias los diferentes hongos (P. ostreatus cepa: 1123, P. eryngii cepa: 1290 y P. djamor cepa:
0127). Posteriormente, para la confrontaciéon con los nematodos se utilizaron series de 10 placas con
micelio de cada hongo y 10 placas sin hongo (control), para cada nematodo. Para el caso de H. contortus,
a cada serie de cajas Petri se agregaron 2, 500 larvas infectantes (Ls3) y esta confrontacion fue por siete
dias. Por otro lado, para el bioensayo del nematodo N. aberrans a cada serie de placas Petri con hongo y
sin hongo, se agregaron 300 larvas de N. aberrans (J2) y se dejaron en confrontacion durante 7 dias. Los
resultados muestran un porcentaje de mortalidad de H. contortus conun 31.34% para el hongo P. djamor,
87.43% con P. eryngii y un 81.49% con P. ostreatus. Respecto a la mortalidad de N. aberrans, los
resultados muestran un 76.77% de mortalidad para P. djamor, un 68.05% con P. ostreatus'y del 13.19%
con P. eryngii. Las especies de los hongos utilizados del género Pleurotus spp. en el presente estudio
poseen actividad nematicida, siendo P. ostreatus el hongo con mayor actividad contra H. contortus (L3)
y N. aberrans (J2).

Nematicidal activity /n vitro of three strains of edible

mushrooms Pleurotus spp. against Haemonchus
contortus (L3) and Nacobbus aberrans (J2)

Abstract

The objective of the present study was to evaluate the in vitro nematicidal activity of three strains of the
mycelium of the edible mushroom Pleurotus spp. (P. ostreatus strain: 1123, P. eryngii strain: 1290 and
P. djamor strain: 0127) against the nematodes Haemonchus contortus (L3) and Nacobbus aberrans (J2).
The differents edible mushrooms (P. ostreatus strain: 1123, P. eryngii strain: 1290 and P. djamor strain:
0127) were cultivated in Petri dishes for 8 days. Subsequently, for the confrontation with the nematodes,
series of 10 plates with mycelium of each edible mushroom and 10 plates without edible mushroom
(control) were used. In the case of H. contortus, 2,500 infective larvae (L3) were added to each series of
Petri dishes and this confrontation lasted for seven days. On the other hand, for the bioassay of the
nematode N. aberrans to each series of Petri dishes with and without edible mushrooms, 300 larvae of
N. aberrans (J2) were added and left in confrontation for 7 days. The results show a mortality percentage
of H. contortus with 31.34% for the P. djamor edible mushroom, 87.43% with P. eryngii and 81.49%
with P. ostreatus. Regarding the mortality of N. aberrans, the results show a mortality rate of 76.77%
for P. djamor, 68.05% with P. ostreatus and 13.19% with P. eryngii. Pleurotus spp. fungi species used
in this study have nematicidal activity. P. ostreatus showed significant anthelmintic activity against H.
contortus (Ls) and N. aberrans (J>).
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1. Introduccion

Existen nematodos parasitos que dafian a los animales y a las
plantas produciendo grandes pérdidas econdémicas. Un
ejemplo es el parasito gastrointestinal Haemonchus contortus
el cual afecta a los rumiantes causando la muerte en corderos
(Mungia-Xochihua et al., 2013). En el caso de las plantas se
encuentra un fitoparasito agallador denominado Nacobbus
aberrans, el cual provoca pérdidas cuantiosas en la
agricultura afectado alrededor de 200 cultivos, entre ellos
destacan los cultivos de jitomate, chile y la papa (Jeger et al.,
2018). Actualmente se utilizan tratamientos quimicos para
combatir los parasitos de animales y de plantas. Sin embargo,
el uso y abuso de estos agentes quimicos ha provocado y
desencadenado el problema de la resistencia antihelmintica
afectando el medio ambiente; asimismo, los organismos
benéficos como escarabajos estercoleros, pulgas de agua,
lombrices, acaros nematdfagos entre otros (Manzanilla-
Loépez et al., 2002).

Actualmente se han utilizado métodos alternativos de control
en conjunto para hacer un manejo integrado. Uno de estos
métodos utilizados es el biocontrol con hongos comestibles
(Pineda-Alegria et al., 2017). Los hongos comestibles no solo
han sido apreciados como alimento, sino que tienen utilidad
significativa dentro de la medicina tradicional, ya que poseen
compuestos con diferentes propiedades medicinales y
terapéuticas. Dentro de las multiples propiedades
medicinales y terapéuticas de estos hongos se han
identificado las siguientes: 1) anti-inflamatorios, 2) anti-
hipertensivos, 3) inmunoduladores, 4) anti-virales, 5) anti-
microbianos, 6) anti-cancerigenos, 7) anti-oxidantes, 8) anti-
colesterolémicos, 9) anti-alérgicos, 10) insecticidas, 11)
antifiingicos y recientemente estudios notificados por nuestro
grupo 12) antiparasitarios principalmente como nematicidas
y cestocidas (Castafieda-Ramirez et al., 2020; Velasco-Cruz
et al., 2017). Con base en los estudios realizados el objetivo
del presente estudio fue evaluar la actividad nematicida in
vitro de tres cepas del hongo comestible Pleurotus spp.
contra los nematodos H. contortus (L3) y N. aberrans (J2).

2. Materiales y métodos

2.1. Localizacion

El presente estudio se llevdo a cabo en la Unidad de
Helmintologia del Centro Nacional de Investigacion
Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad (CENID-SAI) del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) ubicada en Jiutepec, Morelos, México.

2.2. Produccion de larvas infectantes (L3) de H. contortus

La obtencion de larvas infectantes (L3) de H. contortus (cepa
CENID-SAI, INIFAP), se realizo a través de un ovino
donador de huevos, para lo cual se utilizo un cordero de dos
meses de edad (sin previa exposicion al parasito), fue
mantenido bajo condiciones controladas de alojamiento y
alimentacion (ad [libitum). Este cordero fue infectado
artificialmente con larvas infectantes (L3) de H. contortus a
una dosis de 350 larvas infectantes (L3) por kg de peso vivo,
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via oral. Después de un periodo de 21 dias las heces fueron
colectadas directamente del recto del animal infectado. Se
empleo la técnica de McMaster para observar la presencia de
huevos de nematodos y para estimar el niimero de huevos
eliminados por gramo de heces (HPG). Los cultivos fueron
colocados en recipientes de plastico y mezclados con
particulas de poliestireno. El material fecal fue macerado y
se incorpor6 agua con la finalidad de mantener Ia
oxigenacion y humedad adecuada de los cultivos, de esta
manera promover la eclosion de los huevos. Seis dias después
se realizo la recuperacion de las larvas infectantes (L3) de H.
contortus de los cultivos fecales utilizando la técnica del
embudo de Baermann por un periodo de 24 h (Liébano et al.,
2011).

2.3. Produccion de larvas juveniles de Nacobbus aberrans
El inéculo de N. aberrans se obtuvo del tomate (Solanum
lycopersicum Mill.) con raices agallas, en el area de
Fitosanidad del Colegio de Postgraduados (COLPOS),
Campus Montecillo, Estado de México, México. Se
incremento la poblacion a partir de una sola masa de huevos,
los huevos se extrajeron usando el método descrito y se
incubaron a 28 °C en placas de Petri con agua destilada
estéril, hasta la eclosion y la obtencion de juveniles (J2), esta
metodologia se realiz6 siguiendo la técnica de Villar-Luna et
al. (2009).

2.4. Produccion del micelio de los hongos

El material fungico consistente en el micelio de los hongos:
Pleurotus spp. (P. ostreatus cepa: 1123, P. eryngii cepa:
1290 y P. djamor cepa: 0127) fueron proporcionadas por el
Laboratorio de Hongos Tropicales del Colegio de la Frontera
Sur (ECOSUR), Sede Tapachula, Chiapas, México. Para el
crecimiento de los preindculos en medio nutritivo agar
dextrosa papa (ADP), se tom6 una luneta de un didmetro de
6 mm de micelio de cada cepa de Pleurotus spp. (P. ostreatus
cepa: 1123, P. eryngii cepa: 1290 y P. djamor cepa: 0127) y
se coloco en el centro de la placa con ADP fresco, asi fue
incubado durante siete dias a 27 °C en oscuridad. Finalmente,
de las placas de ADP donde crecié cada hongo se tomo agar
con micelio (0.6 mm de diametro) y fue colocado en el centro
de placas medio agua-agar al 2% y se dejo crecer por ocho
dias a una temperatura de 27 °C.

2.5. Experimento 1. Evaluacion de la actividad in vitro del
micelio de Pleurotus spp. contra larvas infectantes H.
contortus (L3)

Se formaron cuatro series de placas Petri, cada uno con
diferente especie de hongo y cultivados en medio agua-agar
al 2% durante 8 dias (10 repeticiones). La serie uno sin hongo
fungio como el grupo testigo (2 500 L3), de la serie dos a la
cuatro fungieron como grupos tratados (placas de Petri con
el micelio de cada cepa del hongo de Pleurotus spp.) y con
2500 Ls. La confrontacion de los tratamientos fue de siete
dias. Transcurrido el tiempo de confrontacion las larvas
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fueron recuperadas por medio de un embudo de Baermann en
tubos de ensayo y se cuantificaron las larvas recuperadas en
un microscopio optico (10X y 20X).

2.6. Experimento 2. Evaluacion de la actividad in vitro del
micelio de Pleurotus spp. contra N. aberrans (J2)

De los hongos cultivados durante 8 dias en cajas Petri con
medio agar-agua al 2%, se formaron tres tratamientos y un
grupo testigo (10 repeticiones). La serie uno fungié como el
grupo testigo, solo era el medio sin hongo con 300 larvas de
N. aberrans (J2), los tratamientos fueron las placas de petri
con el micelio de cada cepa del hongo de Pleurotus spp. y en
cada placa se agregd 300 larvas de N. aberrans. La
confrontacion (hongo-nematodo) se dejo durante 7 dias,
transcurrido el tiempo las larvas fueron recuperadas por
medio de un embudo de Baermann en tubos, donde se
cuantificaron las larvas recuperadas de cada placa Petri.

2.7. Andalisis estadistico
La mortalidad de las larvas de ambos experimentos se obtuvo
mediante la siguiente formula:

. Larvas muertas
% Mortalidad = —x100
Larvas muertas + Larvas vivas

El analisis estadistico se realizd mediante una prueba de
normalidad con el procedimiento UNIVARIATE del
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programa SAS (SAS, 1999) y posteriormente el porcentaje
de mortalidad fue analizado a través de un disefio
completamente al azar y un analisis de varianza con el
procedimiento GLM. Finalmente se realizo la comparacion
de las medias por una prueba del rango multiple (P<0.05).

3. Resultados

3.1. Experimento 1. Evaluacion de la actividad in vitro del
micelio de Pleurotus spp. contra larvas infectantes H.
contortus (L3)

Los resultados de la prueba de confrontacion de Pleurotus
spp. contra H. contortus se pueden observar en el Cuadro 1,
el mayor porcentaje de mortalidad fue para el hongo P.
eryngii cepa: 1292 con un 87.43% y para P. ostreatus 1123
con un 81.49% de mortalidad. Los resultados de menos
porcentaje de mortalidad fueron para P. djamor con un
31.34%.

3.2. Experimento 2. Evaluacion de la capacidad letal in vitro
del micelio de Pleurotus spp. contra N. aberrans (Jz2)

Los resultados de la prueba se pueden observar en el Cuadro
2, donde el mayor porcentaje de mortalidad fue para P.
djamor con un 76.77% y P. ostreatus 1123 con un 68.05%
de mortalidad contra las larvas de N. aberrans Ja. Los
resultados de menos porcentaje de mortalidad fueron para P.
eryngii 01290 con 13.19% contra las larvas de N. aberrans.

Cuadro 1. Evaluacion de la capacidad letal in vitro del micelio de las tres cepas: P. ostreatus cepa (1123)

P. eryngii cepa (1290) y P. djamor cepa (0127) contra larvas infectantes H. contortus (L3).

Grupos Larvas muertas (X DE) | C.V. (%) Mortalidad (%)
Testigo Haemonchus contortus (L3) 17.245.0 82.4 17.222
Tratado H. contortus (L3) y P. djamor 14.5+4.54 31.1 31.34*
Tratado H. contortus (Ls) y P. eryngii 62437.5 60.6 87.43%
Tratado H. contortus (L3) y P. ostreatus 52.3422.7 43.5 81.49°
n = 10. DE = Desviacién estandar. Letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren
estadisticamente, segiin prueba de Duncan (P<0.05).

Cuadro 2. Evaluacion de la capacidad letal in vitro del micelio de las tres cepas: P. ostretaus cepa (1123)

P. eryngii cepa (1290) y P. djamor cepa (0127) contra N. aberrans (J»).

Grupos (N. aberrans J) Larvas muertas (x = DE) | C.V. (%) Mortalidad (%)
Testigo N. aberrans (J2) 2.7+1.8 65.4 1.22¢
Tratado N. aberrans (J2) y P. djamor 53.2+13.1 24.72 76.77¢
Tratado N. aberrans (J2) y P. eryngii 13.8+9.0 65.1 13.19°
Tratado N. aberrans (J2) y P. ostreatus 34.7+12.65 36.36 68.05°
n = 10. DE = Desviacion estandar. Letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren
estadisticamente, segin prueba de Duncan (P<0.05).

4. Discusion

Los hongos comestibles poseen un alto valor nutrimental
(carbohidratos y proteinas) (Salmones, 2017), multiples
propiedades medicinales y antiparasitarias (Pineda-Alegria et
al., 2017), capacidad biodegrativa (Rajarathnam et al., 1998),
biorremediacion (Salmones, 2017). Por otra parte, Thorn y
Barron (1984) demostraron que diez especies de hongos
comestibles, incluido el hongo “seta” (P. ostreatus), atacan y
consumen nematodos, se sugiere que estos hongos de
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descomposicion de la madera utilizan los nutrientes de sus
presas para complementar los bajos niveles de nitrogeno
disponibles en la madera. Este modo de nutricion es similar
al de las plantas.

Por otro lado, se ha identificado el mecanismo de accion del
hongo comestible Pleurotus spp. contra el nematodo de vida
libre (Panagrellus redivivus) mediante la produccion de una
nematotoxina durante la interaccion hongo-nematodo, esta
toxina contiene principalmente acidos grasos (Castaiieda-
Ramirez et al., 2020; Pineda-Alegria et al., 2017).
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Los resultados obtenidos de la confrontacion contra H.
contortus (L3) mostraron un mayor porcentaje de mortalidad
del hongo P. eryngii (cepa: 1292) con un 87.43, respecto al
hongo P. ostreatus (cepa: 1123) mostr6 un porcentaje del
81.49 de mortalidad. El hongo que presentd el menor
porcentaje fue P. djamor (cepa: 0127) con un 31.34.

Por otra parte, Rodriguez-Diaz (2015) evalud extractos del
sustrato agotado de los hongos del género Pleurotus spp.
contra los huevos de H. contortus, presentando una actividad
ovicida del 47% a una concentracion de 20 mg mL"! a las 72
h de postratamiento.

Pineda-Alegria el al. (2017) realizaron un estudio quimico
biodirigido a partir de cuerpos fructiferos del hongo P.
djamor obteniendo fracciones metanoélicas las cuales fueron
evaluadas de forma in vitro contra huevos y larvas infectantes
(L3) de H. contortus. Dichas fracciones metanoélicas
presentaron actividad contra huevos en un 100% a una
concentracion de 10 mg mL"' a las 72 h; sin embargo, no
hubo actividad contra larvas infectantes (L3) de H. contortus.
Existen varios estudios de hongos comestibles (P. djamor 'y
P. ostreatus) que se han evaluado contra diferentes estadios
del nematodo parasito de ovinos H. contortus en México
(Aguilar-Marcelino et al., 2017; Castafieda-Ramirez et al.,
2020; Colmenares-Cruz et al., 2021; Comans-Peréz et al.,
2021; Cuevas-Padilla et al., 2018; Rodriguez-Barrera et al.,
2021; Valdez-Uriostegui et al., 2021). Sin embargo, respecto
al hongo P. eryngii contra el nematodo H. contortus no se ha
estudiado lo suficiente.

En el estudio notificado por Rodriguez-Diaz (2015) se
observd un bajo porcentaje de mortalidad (31.34%) del
nematodo H. contortus utilizando el hongo P. djamor. Este
efecto pudiera ser debido a que fue un extracto de micelio y
no del cuerpo fructifero. Este tipo de variacion en la actividad
antihelmintica se observo debido a la variedad de los
metabolitos en las diferentes partes del hongo (Rodriguez-
Diaz, 2015). Para el caso del P. ostreatus los porcentajes
notificados fueron similares a lo encontrado en el presente
estudio.

Los estudios de evaluaciones de hongos comestibles contra
N. aberrans son escasos. Se evaluaron los extractos acuosos
de la parte aérea del hongo R. communis estos fueron
efectivos para la mortalidad in vitro y la reduccion de agallas
en las raices de plantas de pimiento infectadas con el
nematodo agallador de la raiz, N. aberrans (Mareggiani et al.,
2005). Asi también, Franco-Navarro (2009) notifico una
reduccion de la modulacion de N. aberrans en la papa,
comparado con el grupo testigo utilizando un extracto de las
plantas medicinales de Nacetum cinerariifolium 'y
Minthostachys mollis.

Se han realizado estudios para el control de este parasito
utilizando bacterias y hongos micromicetos. Franco-Navarro
et al. (2009) evaluaron al hongo Pochonia chlamydosporia'y
notificaron un 84% de reduccion de huevos del nematodo N.
aberrans en un 81.2% en comparacion con las plantas del
grupo testigo. También se evalud P. chlamydosporia de cinco
aislamientos en M¢éxico del hongo sobre los huevos del
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nematodo fue superior al 60%, lo cual se coloca como
candidatos para ser usados en el control bioldgico del
fitoparasito N. aberrans (Flores-Camacho et al., 2008).

Esta actividad contra los nematodos ha sido notificada debido
a una toxina de P. ostreatus (NRRL3526) que inmoviliza
hasta un 95% de los nematodos (P. redivivus) dentro de 1
hora a 300 ppm de concentracion (Kwok et al., 1992).
Aunque existen diferencias entre H. contortus 'y N. aberrans,
el primero es un nematodo abomasal que pude habitar en los
pequefios rumiantes, y N. aberrans es un fitonematodo el
cual afecta a las plantas.

El nematodo H. contortus se encuentra cubierto por un vaina
en el estadio L3 la cual se desprende cuando es ingerida por
el rumiante, en el caso de N. aberrans se encuentran cubiertos
por quitina que los protege, mientras que Haemonchus tiene
una alta prevalencia y para el caso de Nacobbus la
prevalencia es baja. Se observo que el hongo P. ostreatus
mostr6 uno de los porcentajes mas altos de mortalidad contra
las dos especies de nematodos.
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