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NOTA CORTA [SHORT NOTE]

ACTIVIDAD IXODICIDA DE EXTRACTOS CRUDOS DE Diospyros anisandra

Tropical and
Subtropical

Agroecosystems

CONTRA LARVAS DE Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari: ixodidae)
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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar
extractos crudos de Diospyros anisandra disueltos en
Tween, etanol y dimetilsulféxido (DMSOQO) para el
control de larvas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. Los extractos crudos de la planta completa
y sus partes vegetales (hoja, corteza y raiz), fueron
extraidos con metanol y evaluados mediante la prueba
de inmersién larval. Larvas de R. microplus fueron
expuestas a los extractos crudos de la planta completa
disueltos en Tween-20 (2%), etanol (95%) y DMSO
(2.5%). Los extractos crudos de la planta completa
disueltos en Tween-20 (2%) y etanol (95%)
presentaron las mayores mortalidades (79.68 + 22.79%
y 69.42 + 30.58 respectivamente, p<0.05) de R.
microplus. Los extractos crudos de hoja, raiz y corteza
fueron disueltos en Tween-20 (2%). La hoja y la
corteza produjeron la mayor actividad ixodicida
(84.91% y 79.24% respectivamente). Se concluye que
los extractos crudos de D. anisandra disueltos en
Tween-20 (2%) y etanol (95%) presentaron las
mayores mortalidades de larvas de R. microplus; sin
embargo, se recomienda el uso del Tween-20 (2%) por
ser menos toxico para las larvas y el personal técnico
que realiza los bioensayos. La hoja y corteza de D.
anisandra disueltas en Tween-20 (2%) fueron las
estructuras vegetales con mayor eficacia para el
control de larvas de R. microplus en condiciones de
laboratorio.

Palabras Clave: Ixodicida, extractos metandlicos,
Diospyros anisandra, disolventes, prueba de inmersion
larval, Rhipicephalus microplus
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SUMMARY

The objective of this study was to evaluate crude
extracts of Diospyros anisandra diluted with Tween,
ethanol and dimethylsulphoxide (DMSO) to control
larvae of Rhiphicephalus (Boophilus) microplus. The
crude extracts of whole-plant and vegetable
components (root, leaf and stem bark) were extracted
with methanol and evaluated by the larval immersion
test. Larvae of R. microplus were exposed to crude
extracts of whole-plant dissolved in Tween-20 (2%),
ethanol (95%) and DMSO (2.5%). The crude extracts
of whole-plant dissolved in Tween-20 (2%), and
ethanol (95%) showed higher mortality (79.68 +
22.79% y 69.42 + 30.58 respectively, p<0.05) of R.
microplus. The crude extracts of leaf, root and stem
bark were diluted in Tween-20 (2%). The leaf and
stem bark produced the higher ixodicide activity
(84.91% and 79.24% respectively). It is concluded that
crude extracts of D. anisandra dissolved in Tween-20
(2%) and ethanol (95%) showed the higher mortalities
of R. microplus larvae; however, we recommend the
use of Tween-20 (2%) to be less toxic to larvae and
technical staff which handles bioassays. The leaf and
stem bark of D. anisandra dissolved in Tween-20
(2%) were the plant components with higher efficacy
to control R. microplus larvae in laboratory conditions.

Key words: Ixodicide, methanolic extracts, Diospyros
anisandra,  solvents, inmersion  larval  test,
Rhipicephalus microplus.
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INTRODUCCION

En regiones tropicales y subtropicales del mundo las
garrapatas son uno de los principales parasitos que
causan pérdidas econémicas en la ganaderia bovina.
Rhipicephalus (Boophilus) microplus causa en el
bovino dafios directos a través de laceraciones en la
piel, reduccion en los niveles de produccion,
alteraciones reproductivas y dafios indirectos mediante
la transmision de agentes patdgenos (Babesia bovis,
Babesia bigemina y Anaplasma marginale). La
estrategia para controlar esta plaga ha sido a través de
ixodicidas quimicos; sin embargo, su uso continuo e
irracional esta propiciando la generacién de cepas de
garrapatas resistentes (Rodriguez-Vivas et al., 2006).
Estos quimicos también causan dafios ecoldgicos (de
Souza et al., 2003). Debido a esto, se requiere de
productos de origen natural que puedan minimizar
estos efectos negativos en el animal y el ambiente.
Existen evidencias de la actividad ixodicida de
extractos de plantas a nivel mundial (Tedonkeng et al.,
2005; De freitas et al., 2007). En Yucatan, México
existen una gran diversidad de plantas con metabolitos
secundarios con probable actividad nematicida,
bactericida, fungicida e ixodicida (Vera-Ku, 2004).

Diospyros anisandra S.F. Blake es un &rbol de corta
talla, endémico de la peninsula de Yucatan, México.
Esta planta es usada como lefia, madera, para el
tratamiento de desordenes cutaneos y su fruto es
comestible (Arellano-Rodriguez et al., 2003; Vera-Ku,
2004). Se le atribuyen propiedades antibidticas,
antiflngicas, antimicobacterianas e ixodicidas (Vera-
Ku, 2004; Borges-Argaez et al., 2007; Rosado-Aguilar
et al., 2007).

La prueba de inmersion de larvas (PIL) se emplea
como bioensayo para evaluar la eficacia de
compuestos sintéticos y extractos de origen natural
sobre garrapatas. La parte critica de este bioensayo en
la evaluacion de extractos naturales, es el uso de
disolventes que permitan la completa disolucion de las
muestras y que no sean téxicos para el organismo a
evaluar (De Souza et al., 2003). Los compuestos méas
utilizados para disolver extractos crudos vegetales son
el etanol, metanol y dimetilsulféxido (DMSO); sin
embargo, estos compuestos presentan cierta toxicidad
en el organismo a evaluar. El detergente Tween es un
compuesto inocuo que tiene la propiedad de disolver
grasas (Acofarma, 2007; Panreac, 2007) y es utilizado
en la industria farmacéutica y alimentaria, por lo que
podria ser utilizado como disolvente de extractos de
plantas en bioensayos.

El presente estudio tiene como objetivo evaluar
extractos crudos de D. anisandra disueltos en Tween,
etanol y DMSO para el control de larvas de R.
microplus.
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MATERIAL Y METODOS
Localizacién geografica

El trabajo se realizd en la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Auténoma
de Yucatan (19°30° y 21°35 latitud norte y 87°30" y
90°24’ longitud oeste) (INEGI, 1991). El Estado de
Yucatan se caracteriza por presentar un clima de tipo
Aw (célido-subhiimedo) (Garcia, 1981).

Material bioldgico

Plantas: Se colectaron plantas de D. anisandra en
Yaxcaba, Yucatan, las cuales fueron identificadas en el
herbario del Centro de Investigacion Cientifica de
Yucatén, depositandose en el mismo los ejemplares
herborizados. Se realizaron extracciones crudas de la
planta completa y sus partes vegetales por separado
(raiz, corteza y hojas). El material vegetal fue secado
en una estufa a 40°C durante 72 h y posteriormente fue
molido usando un molino mecénico. El material
molido se transfirié por separado a frascos de vidrio
conteniendo metanol destilado a razén de 30 ml de
metanol por 25 g de material vegetal. EI material fue
expuesto al metanol durante 72 h y posteriormente
filtrado y concentrado en un rotavapor. Los extractos
fueron transferidos a viales y conservados a 4°C hasta
su uso (Borges-Argaez et al., 2007).

Garrapatas: En un rancho con explotacion de ganado
bovino se colectaron garrapatas adultas repletas de R.
microplus que fueron depositadas en tubos de ensayo
tapados con algodon. Las garrapatas se transportaron
al Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Autonoma de Yucatan (FMVZ-UADY) para su
procesamiento.

Las garrapatas adultas repletas se depositaron en cajas
de petri e incubaron en oscuridad a una temperatura de
27 * 2 °C y humedad relativa de 85 a 86% para
permitir la oviposicién (Cen et al., 1998). Los huevos
obtenidos fueron depositados en viales de cristal
tapados con algodén bajo las mismas condiciones de
temperatura y humedad al que estuvieron las
garrapatas adultas repletas para permitir la eclosion de
las larvas. Se utilizaron larvas de 7-14 dias de edad
para evaluar los extractos crudos metandlicos de D.
anisandra.

Prueba de inmersién de larvas

Se utilizd la prueba de inmersion de larvas
(Santamaria y Soberanes, 2001) para evaluar la
actividad ixodicida de los extractos de D. anisandra.
Para conocer el mejor compuesto para disolver los
extractos crudos de D. anisandra, primero se probaron
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los extractos de la planta completa, los cuales fueron
disueltos en Tween-20 (2%), etanol (95%) y DMSO
(2.5%).

Las larvas de R. microplus fueron expuestas por 30
segundos al extracto de la planta completa (10% de
concentracion) y transferidas a paquetes para ser
incubadas a 27° £ 2° C, con humedad relativa de 85 a
86% por 48 horas (Cen et al., 1998). Para cada
bioensayo se realizaron seis repeticiones incluyendo a
los controles (solventes sin extractos). Al término del
bioensayo, se realiz6 el conteo de larvas vivas y
muertas (larvas sin movimiento).

Una vez obtenido el mejor disolvente del extracto de la
planta completa de D. anisandra, los extractos
obtenidos de la hoja, corteza y raiz se disolvieron en
éste para probar su actividad ixodicida, utilizando la
técnica de inmersion de larvas (Santamaria vy
Soberanes, 2001). La mortalidad corregida se calcul6
de acuerdo a la formula siguiente (Abbott, 1925):

Mortalidad corregida= % MT - % MC X 100
100 - % MC

Donde:
MT= Mortalidad tratados
MC= Mortalidad controles

Analisis estadistico

Los resultados de las mortalidades corregidas de R.
microplus expuestas a los extractos crudos de la
planta completa de D. anisandra disueltos con Tween-
20 al 2%, etanol (95%) y DMSO (2.5%) y las
mortalidades corregidas de las tres partes de la planta,
disueltas con Tween-20 (2%), fueron analizados
mediante la prueba de Kruskal Wallis (p<0.05).

RESULTADOS

Los extractos crudos de la planta completa de D.
anisandra disueltos en Tween-20 (2%) y etanol (95%)
presentaron las mayores mortalidades de larvas de R.
microplus 79.68 + 22.79% y 69.42 + 30.58 (p<0.05)
respectivamente, en comparacion con el DMSO
(2.5%), el cual presentdé una mortalidad larval del
5212 + 34.80 %. Sin embargo, al comparar la
mortalidad producida al usar etanol (95%) y DMSO
(2.5%) no se encontrd diferencias significativas
(p>0.05). Debido a que el extracto completo de la
planta disuelto en Tween-20 (2%) present6 la mayor
mortalidad y que el Tween-20 es un solvente inocuo
para el técnico que realiza el bioensayo, se decidio
utilizar este disolvente para evaluar las partes
vegetales de la planta. Los resultados de la mortalidad
corregida de de R. microplus al usar las distintas partes
de la planta disueltas en Tween-20 (2%) se presentan
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en el cuadro 1. Se observd que la hoja fue la parte de
la planta que produjo la mayor actividad ixodicida
(84.91%; p< 0.05) para el control de larvas de R.
microplus, en tanto que la raiz mostr6 la menor
actividad (43.14 %)

Cuadro 1. Mortalidad corregida de larvas de garrapatas
Rhipicephalus microplus tratadas con extractos crudos
metandlicos de las partes vegetales de Diospyros
anisandra disueltos en Tween-20 (2%).

Parte de  Larvas Larvas Mortalidad
laplanta evaluadas* muertas** corregida

Control 542 6 No aplica
Raiz 480 210 43.14 %a
Hoja 444 353 84.91 %b
Corteza 516 439 79.24 %b

*Larvas evaluadas en las seis repeticiones.

**|_arvas muertas en las seis repeticiones

Letras diferentes entre filas significa diferencia
estadistica p<0.05.

DISCUSION

Los extractos crudos de la planta completa de D.
anisandra disueltos en Tween-20 (2%) y etanol (95%)
presentaron las mayores mortalidades de larvas de R.
microplus. Sin embargo, las mortalidades producidas
al usar etanol (95%) y DMSO (2.5%) no presentaron
diferencias significativas (p>0.05). Estos resultados
permitieron demostrar que el Tween-20 es el
compuesto que mejor disolvi6 los metabolitos de D.
anisandra, lo que se reflejo en una mayor mortalidad
de las larvas. Chungsamarnyart y Jansawan (1990) y
De Souza et al. (2003) mencionan que los disolventes
de extractos de plantas deben permitir la completa
disolucion de las muestras y ser inocuos para el
organismo a evaluar. Asimismo, estos autores
mencionan que el DMSO y etanol son mas toxicos que
el Tween. ElI Tween es utilizado en la industria
farmacéutica y alimenticia para elaborar supositorios,
vitaminas y emulsificar aceites de higado de pescado,
vegetales y minerales (Acofarma, 2007; Panreac,
2007), lo que hace al Tween-20 menos toxico para las
larvas y el personal técnico que realiza los bioensayos.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede
observar que la hoja y la corteza de D. anisandra
fueron las estructuras de la planta que mayor eficacia
presentaron contra larvas de R. microplus usando
como disolvente Tween-20 (2%), esto concuerda con
estudios realizados por Chungsamarnyart et al. (1988,
1991) quienes evaluaron 152 plantas con sus diferentes
estructuras y observaron que la hoja presentd mayor
eficacia contra larvas de R. microplus en comparacion
con las otras estructuras de las plantas. Esto



Rosado-Aguilar et al., 2008

probablemente se deba a que la hoja es la parte que
esta mas expuesta a los ataques de las plagas de
insectos y por lo tanto crea o secreta una mayor
concentracion de sustancias para su defensa que
podrian ser insecticidas (Herndndez et al., 1987,
Valladares et al., 2003).

Se ha reportado que D. anisandra tiene propiedades
antibidticas, antifungicas y antimicobacterianas (Vera-
Ku, 2004; Borges-Argaez et al., 2007); sin embargo,
se desconocia su actividad contra larvas de R.
microplus. La elevada eficacia D. anisandra para el
control de R. microplus obtenida en el presente
estudio, pone de manifiesto el uso potencial de esta
planta como biopesticida y una alternativa econémica
y ambientalmente sustentable. Sin embargo, es
necesario evaluar su eficacia contra garrapatas adultas
y bajo condiciones in vivo.

CONCLUSIONES

Los extractos crudos de D. anisandra disueltos en
Tween-20 (2%) y etanol (95%) presentaron las
mayores mortalidades de larvas de R. microplus; sin
embargo, se recomienda el uso del Tween-20 (2%) por
ser menos toxico para las larvas y el personal técnico
que realiza los bioensayos. La hoja y corteza de D.
anisandra disueltos en Tween-20 (2%) fueron las
estructuras vegetales con mayor eficacia para el
control de larvas de R. microplus en condiciones de
laboratorio. Es necesario continuar con la evaluacion
de extractos vegetales para el control de las garrapatas
ya que podrian representar una alternativa econémica
y ambientalmente sustentable.
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