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RESUMEN. El objetivo fue evaluar la actividad ovicida y larvicida de extractos acuosos de hojas de Pluchea sericea 'y
Artemisia tridentata sobre Haemonchus contortus. Se evaluaron concentraciones de 100, 75, 50, 25 y 12.5 mg mL~!
de cada extracto. Se tuvo diferencias significativas (p < 0.05) para todas las concentraciones en la inhibicién de la
eclosién de huevos y mortalidad larval de H. contortus. La dosis de 100 mg mL~! redujo la eclosién larvaria en 100 y
96.30%, con mortalidad larvaria del 92.67 y 89.33% para P. sericea y A. tridentata, respectivamente. La CLsq fue de
23.21 y 23.26 mg mL~! para la inhibicién de eclosién de huevos, para la mortalidad larvaria se tuvo una CLsg de 20.36
y 27.18 mg mL~! para los extractos de P. sericea y A. tridentata, respectivamente. Los extractos acuosos de hojas de
P. sericea y A. tridentata controlan los estadios de huevo y larva de H. contortus.

Palabras clave: Antihelmintico, Artemisia tridentata, huevos de H. contortus, nematodo gastrointestinal, Pluchea
sericea.

ABSTRACT. The objective was to evaluate the ovicidal and larvicidal activity of aqueous extracts of Pluchea sericea
and Artemisia tridentata leaves on Haemonchus contortus. Concentrations of 100, 75, 50, 25 and 12.5 mg mL~! of
each extract were assessed. There were significant differences (p < 0.05) for all the concentrations in the inhibition of
egg hatching and larval mortality of H. contortus. The 100 mg mL~! dose reduced larval hatching by 100 and 96.30%,
with larval mortality of 92.67 and 89.33% for P. sericea and A. tridentata, respectively. The LCs¢ was 23.21 and 23.26
mg mL~! for the inhibition of egg hatching; for larval mortality, a LC50 of 20.36 and 27.18 mg mL~! was found for
the extracts of P. sericea and A. tridentata, respectively. The aqueous extracts of P. sericea and A. tridentata leaves
control the egg and larval stages of H. contortus.

Key words: Anthelmintic, Artemisia tridentata, H. contortus eggs, gastrointestinal nematode, Pluchea sericea.

INTRODUCCION

Haemonchus contortus es un nematodo gas-
trointestinal de rumiantes que afecta la productivi-
dad de ovinos en diferentes regiones del mundo. Por
su actividad hematdofaga, provoca reduccién en las
tasas de crecimiento y fecundidad, asi como incre-
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mento en la mortalidad de animales (Moreno et al.
2010). Su tratamiento y control se basa exclusiva-
mente en moléculas de quimicos inorganicos, lo que
ha provocado resistencia a este tipo de productos
(Van Wyk 2001). Esta problematica ha motivado
la basqueda de alternativas, para su manejo, siendo
una de éstas el uso de plantas con propiedades an-
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tihelminticas (lrum et al. 2015). La exploracién
de plantas para el control de nematodos gastroin-
testinales de ovejas y cabras ha sido extensa en los
altimos diez afios, lo que ha desarrollado el uso de
extractos crudos o soluciones antiparasitarias. En-
tre las plantas investigadas con efecto ovicida y lar-
vicida contra H. contortus, se reporta Theobroma
cacao (Vargas-Magafia et al. 2014), Citrus sinen-
sis (Islam et al. 2015), Artemisia vestita, Artemisia
maritima (lrum et al. 2015) y Rhizophora mangle
(Aleman et al. 2011).

La planta Pluchea sericea cominmente cono-
cida como Cachanilla, es un arbusto silvestre de
hoja perenne, que crece en suelos arenosos o sali-
nos en los desiertos de Baja California, Sonora y
Chihuahua en México (Villasefior y Villareal 2006).
Existe evidencia reciente de su potencial en el con-
trol de plagas de los cultivos. Al respecto Ail-Catzim
et al. (2015) reportan efecto insecticida y repe-
lente de extractos acuosos, aceténicos y etandli-
cos de hojas y tallos de P. sericea sobre Bemisia
tabaci. La planta Artemisia tridentata es un ar-
busto importante del oeste de América del Norte,
se distribuye desde Columbia Britanica hasta México
(Jassbi et al. 2010). Los usos de esta especie por
pueblos nativos americanos incluyen analgésicos,
antiinflamatorios, antisépticos, actividad inmunoes-
timulante, asi como el tratamiento de aflicciones de
origen espiritual (Turi et al. 2014).

No hay estudios que confirmen la actividad
antihelmintica de P. sericea y A. tridentata sobre
H. contortus; por lo tanto, es importante estudiar
los extractos de estas plantas, como una alterna-
tiva para el manejo de H. contortus en sistemas de
produccién ovina. Debido a lo anterior, el objetivo
de esta investigacidn fue evaluar el efecto ovicida y
larvicida de extractos acuosos de hojas de P. sericea
y A. tridentata en huevos y larvas del tercer estadio
(Ls) de H. contortus.

MATERIALES Y METODOS
Los experimentos se realizaron en el Labora-
torio de Parasitologia del Instituto de Ciencias Agri-

colas de la Universidad de Baja California, localizada
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en Ejido Nuevo Leén, Mexicali, Baja California. Se
recolectaron partes areas de P. sericea en el Valle
de Mexicali (32° 24’ 34" LN y 115° 11’ 31" LO),
en el municipio de Mexicali y de A. tridentata en el
Valle de la Trinidad (31° 24’ 15" LN y 115° 43’ 55"
LO), en el municipio de Ensenada. Las muestras de
hojas se secaron a temperatura ambiente bajo som-
bra, para luego molerlas en un molino (Willey) para
obtener particulas de 2 mm de didmetro.

Los extractos de estas plantas se obtuvieron
de 200 g de muestra de hojas molidas en 2 L de
agua destilada a 100 °C, por 3 h. Posteriormente
se filtré con gasa y algodén para separar los residuos
sélidos, el filtrado de cada muestra se rotovaporé a
40 °C y 0.2 bar de presién con un equipo Heidolph
L3. El extracto concentrado se congelé a -50 °C
para su liofilizacién en un equipo Labconco. Se tu-
vieron rendimientos de extracto del 10 y 8% para A.
tridentata 'y P. sericea, respectivamente.

Para la obtencién de los huevos y larvas de
H. contortus, se suministré oralmente 4000 larvas
de tercer estadio (L3) del parasito a dos ovinos ma-
chos (Donadores) no castrados de 4 meses de edad,
con peso de 25 kg cada uno. A partir de 21 d post-
infeccién se observaron por conteo 2 000 huevos de
H. contortus g~' de heces (HPG). Los donadores
recibieron una dieta de mantenimiento, compuesta
de 80% de paja de trigo mas 20% de heno de al-
falfa (Proteina cruda 9.3% y energia metabolizable
2.0 mcal kg=! de materia seca), recomendada por
la National Research Council (NRC 2007) y per-
manecieron en estabulacién en corrales elevados con
disponibilidad de agua ad libitum, de acuerdo a las
normas de Bienestar Animal (OIE 2015). De los
donadores todos los dias se extrajeron las heces de
forma directa del recto y se trasladaron al laborato-
rio para la recuperacion de los huevos del parasito.
Las muestras de heces frescas se maceraron en un
mortero, se saturaron con agua destilada, y filtraron
en tamices de 180, 106, 75y 25 um, para eliminar
la materia organica; y retener los huevos en el al-
timo tamiz (Bizimenyera et al. 2006). Para luego
recoger los huevos con una micropipeta Pasteur y se
resuspendieron con solucién salina saturada, luego
se centrifugaron a 190 X g durante 5 min. Se ex-
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trajo el sobrenadante y se lav6 con agua destilada en
un tamiz de 25 um para eliminar la solucién salina.
Para el caso de larvas L3, se utilizé la técnica de
Corticelli y Lai (1963), que consistié en colocar ma-
teria fecal humeda dentro de una caja de Petri, para
luego colocar dentro de otra caja Petri de mayor
tamafio, y afiadir agua destilada entre ambas cajas
y tapar la caja Petri. Los huevos se mantuvieron
durante 15 d bajo condiciones de 26 °C y humedad
relativa de 85%, después de este periodo se observé
la presencia de larvas Ls.

Los experimentos de inhibicién de huevos se
realizaron depositando en cada pozo de una mi-
croplaca (96 pozos) 100 huevos contenidos en 50
1L de agua destilada y se agregaron 50 uL de cada
una las concentraciones de 100, 75, 50, 25y 12.5 mg
mL~! de los extractos de P. sericea o A. tridentata,
y se incluyé un testigo absoluto (agua destilada) y
un testigo comercial (Albendazol 1.0 mg mL~1). Se
tuvieron 10 repeticiones para cada concentracién y
testigos. Las microplacas se sellaron y se mantu-
vieron por 24 h en incubadora a 27 °C y humedad de
85%. Transcurrido el tiempo se detuvo le eclosién,
con la adicién de 10 ul de solucién de lugol al 3%
(Assis et al. 2003). La evaluacién de la inhibi-
cién de huevos se realizé colocando 10 alicuotas de
10 plL de cada tratamiento en un portaobjetos para
cuantificar los huevos no eclosionados y larvas vivas,
mediante un microscopio compuesto con aumento
de 10X. El porcentaje de inhibicién de eclosién de
huevos (IEH) se calculé mediante la férmula:

IEH (%) __ # de huevos no eclosionados X 100

~ # de huevos total en cada pozo

Los experimentos de mortalidad larval se
realizaron depositando en cada pozo de una mi-
croplaca (96 pozos) 30 larvas L contenidos en 30
uL de una solucién tampén de fosfato a la que se
le agregaron 30 uL de las concentraciones de los
extractos de P. sericea o A. tridentata. También
se incluy6 un testigo absoluto (tampén de fosfato)
y un testigo comercial (Albendazol 1.0 mg mL~1).
Se tuvieron cinco repeticiones para cada concen-
tracién y testigos. Las microplacas se sellaron y
se mantuvieron por 24 h en incubadora a 27 °C
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y humedad de 85%. La evaluacién de la mortali-
dad se realizé colocando seis alicuotas de 10 ulL de
cada tratamiento en un portaobjeto para cuantificar
las larvas muertas mediante un microscopio com-
puesto (Fisher Scientific Micromaster) con aumento
de 10X. Se consider6 como larvas muertas, aque-
llas que presentaran enroscamiento del cuerpo o
cuerpo estirado, sin movimiento sinusoidal después
de haber sido estimuladas por la luz del microscopio
(Ferreira et al. 2013). El porcentaje de mortalidad
larval (ML) se calculé con la férmula:

_ # de larvas L3 muertas
~ # total de larvas L3 en cada pozo X 100

ML (%)

Los resultados de los experimentos se
analizaron mediante anélisis de varianza bajo un
disefio completamente al azar con el procedimiento
PROC GLM de SAS® versién 9.0, las medias del
porcentaje de inhibicién y mortalidad larval para
cada extracto se compararon con la prueba de Tukey
con probabilidad de 5.0%. Se estimé el valor de la
concentracién letal media (CLsg) y sus limites fidu-
ciales al 95% para cada extracto y cada estadio
del parasito mediante el PROC PROBIT de SAS
versiéon 9.0; se consideré que dos valores de ClLjg
son estadisticamente iguales si existe traslape entre
sus limites fiduciales a 95% (Robertson et al. 2007).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las plantas P. sericea y A. tridentata exhi-
bieron actividad ovicida y larvicida sobre H. contor-
tus dependiente de la concentracién de sus extrac-
tos, el analisis de varianza indicé diferencias signi-
ficativas entre los tratamientos para el porcentaje de
inhibicién de eclosién de huevos (F=153.44; g/=6,
63; P=0.0001) y mortalidad de larvas L3 (F=13.30;
gl=6, 28; P=0.0001). Todas las concentraciones
de los extractos de P. sericea y A. tridentata pre-
sentaron mayor (p < 0.05) porcentaje de inhibicién
de eclosién y mortalidad larval sobre H. contortus
(Figura 1 y 2) que el testigo absoluto que tuvo
13% de inhibicién de eclosién de huevos y 0% de
mortalidad larval, lo que indica que las dos plan-
tas tienen efecto ovicida y larvicida sobre el parasito
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Figura 1. Porcentaje de inhibicién de eclosidon de huevos de H. contortus ex-
puestos a cinco concentraciones de extractos acuosos de P. sericeay A. tridentata.

gastrointestinal.

Los extractos de P. sericeay A. tridentata con
100 mg mL~"! tuvieron 100 y 96.30% de inhibicién
de eclosién de huevos, respectivamente (Figura 1),
resultados que coinciden con Mini et al. (2013),
quienes con 100 mg mL~! de extracto acuoso de
Aristolochia indica tuvieron 90% de inhibicién de
eclosién de huevos de H. contortus. Los extractos de
P. sericeay A. tridentata fueron cinco veces més efi-
caces en comparacién al extracto acuoso de semillas
de Azadirachta indica reportado por Barrabi-Puerta
y Arece-Garcia (2013). En contraste, los extractos
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de las plantas estudiadas presentaron menor eficacia
en comparacion con el extracto acuoso de Artemisia
campestri, que con 2 mg mL™! presenté 100% de
inhibicion de eclosion de huevos de H. contortus
(Akkari et al. 2014).

En relacion a la mortalidad larval, los extrac-
tos de P. sericea y A. tridentata con 100 mg mL~!
presentaron 92.67 y 89.33% de mortalidad (Figura
2), resultados que son similares a los de lrum et
al. (2015), quienes con 100 mg mL~! de extracto
de A. maritima y A. vestita tuvieron 100 y 85% de
mortalidad larval, respectivamente. Sin embargo,
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Figura 2. Porcentaje de mortalidad de larvas (L3) de H. contortus expuestas a
cinco concentraciones de extractos acuosos de P. sericea y A. tridentata.

los extractos de ambas plantas estudiadas tuvieron
menor eficacia que los extractos acuosos de Saba
senegalensis (Belemlilga et al. 2016) y Piptadenia
viridiflora (Morais-Costa et al. 2016), ya que con
15y 19.31 mg mL~! registraron 97.77 y 93.13% de
mortalidad larval, respectivamente.

Las plantas P. sericea y A. tridentata presen-
taron moderada eficacia sobre huevos y larvas de
H. contortus, en comparacién con los resultados de
otros estudios, con 100 mg mL~! de extractos de
ambas plantas se obtuvo inhibicién de eclosién de
huevos y mortalidad larval similar al obtenido con
albendazol (Figura 1y 2). Lo que indica que los ex-
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tractos de estas plantas pueden ser una alternativa
para el control de nematodos gastrointestinales de
pequefios rumiantes, representando ademas una al-
ternativa para sustituir a los productos quimicos que
exhiben inadecuado control debido a la resistencia.

En la tabla 1 se presenta la concentracion
letal media (CLsp) de los extractos de P. sericea
y A. tridentata para el porcentaje de inhibicién de
huevos y mortalidad larval de H. contortus, no ob-
servandose diferencias significativas (p > 0.05) en-
tre estos valores para ambos estadios del parasito,
ya que existe traslape entre sus limites fiduciales
al 95% (Robertson et al. 2007). Los extractos
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Tabla 1. Concentracién Letal media (CLsg) para la inhibicién de eclosién de huevos y mortalidad

de larvas L3 H. contortus expuestos a extractos acuosos de P. sericea 'y A. tridentata.

Clso* Limites fiduciales

Extracto (mg mL—1)  95% (mg mL—1) Ecuacién de prediccién X2x* P
Huevos

P. sericea 23.21¢ 24.54-28.29 y= -3.0586+2.2394x 565.7 0.0001

A. tridentata 23.26% 20.78-25.66 y= -2.6200+1.9169x 355.4 0.0001
Larvas

P. sericea 20.36¢ 11.61-29.73 y=-1.701741.3002x 55.2 0.0001

A. tridentata 27.18% 19.09-35.20 y= -2.5145+1.7531x 46.2 0.0001

* Valores de CL5g seguidos de letras iguales en la columna no son diferentes estadisticamente segiin
Robertson et al. (2007). ** Indica la prueba de significancia para la pendiente de la ecuacién de

prediccién.

acuosos de A. tridentata y P. sericea registraron
una Clso de 23.26 y 23.21 mg mL~!, respectiva-
mente; para el porcentaje de inhibicién de huevos,
valores que son superiores a 1.0 mg mL™! de ex-
tracto de A. campestri sobre huevos de H. contortus
reportados por Akkari et al. (2014). Valores infe-
riores para la Clsy de extractos metandlicos de
Annona squamosa y Eclipta prostrata, extractos
de etil acetato de Solanum torvum y Cathanran-
thus roseus, y extractos aceténicos de Terminalia
chebula fueron reportados por Kamaraj y Rahuman
(2011). La Clso para la mortalidad larval obtenida
es similar a la obtenida por Irum et al. (2015) para
el extracto de A. maritima (CLso= 12. 2 mg mL~1).
Pero en general, los valores de CL5g de los extrac-
tos de P. sericea (20.36 mg mL~1) y A. tridentata
(27.18 mg mL~!) son superiores en comparacién
con otros estudios que evaltan la actividad larvicida
de extractos de plantas sobre H. contortus (Zhu et
al. 2013, Acharya et al. 2014, Akkari et al. 2014).
La diferencia en eficacia que exhibieron P. sericea
y A. tridentata en comparacién con otros estudios
realizados para evaluar la actividad ovicida y lar-
vicida sobre H. contortus puede estar relacionada
con el disolvente utilizado para la preparacién de
los extractos. Los extractos a base de agua presen-
tan menor actividad antihelmintica en comparacién
con los extractos a base de disolventes orgénicos
(Bizimenyera et al. 2006), debido a que el agua
extrae menos compuestos bioactivos de las plantas
(Alawa et al. 2003). Por ejemplo, los extractos
aceténicos presentan mas compuestos bioactivos de
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amplio rango de polaridad (Eloff 1998) y exhiben
mayor actividad ovicida y larvicida sobre H. contor-
tus que los extractos acuosos (Adamu et al. 2013,
Fouche et al. 2016). En muchas investigaciones se
ha utilizado dimetil sulféxido, compuesto que tiene
capacidad emulsionante y solubiliza compuestos al-
tamente polares o no polares, facilitando el paso de
los compuestos a través del corién del huevo y la
cuticula de la larva, lo que incrementa el porcentaje
de inhibicién de eclosién del huevo y mortalidad
larval de H. contortus (Acharya et al. 2014). El no
emplear solvente quimico, puede explicar la diferen-
cia en eficacia que presentaron los extractos acuosos
de P. sericea y A. tridentata. Los extractos acuosos
tienen la ventaja de presentar menor citotoxicidad
en comparacién con los extractos a base de ace-
tona (Nchu et al. 2011), aspecto que corrobora
la mayor inocuidad de los extractos acuosos sobre
los organismos, ademas la baja citotoxicidad es un
aspecto importante para evaluar la selectividad de
este tipo de compuestos sobre los hospederos de los
parasitos (Fouche et al. 2016).

Se presenta evidencia de la actividad ovicida y
larvicida in vitro de extractos acuosos de P. sericea
y A. tridentata sobre H. contortus, que indica que
puede usarse para el control de nematodos gas-
trointestinales en pequefios rumiantes; la eficacia
de ambos extractos sobre H. contortus depende de
la concentracién. Se recomienda realizar analisis
fitoquimicos para identificar los compuestos bioac-
tivos responsables de la actividad ovicida y larvicida
de los extractos de P. sericea y A. tridentata.
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