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Abstract

In this paper lethal and underlethal effects of five lactones on the cattle tick (Boophilus annulatus Say) and its oviposition
features was evaluated. These lactones were obtained from a Streptomyces sp** culture broth. Lactone 3 caused a 30%
percent death rate and a bigger decrease in hatching than a commercial drug with ivermectine. It is concluded that the
lactoneis effective dueto itsinsecticidal potential use.
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Resumen

En este trabajo se evaluo el efecto letal y subletal de cinco lactonas obtenidas de un cultivo liquido de Streptomyces sp,
sobre la garrapata del ganado (Boophilus annulatus Say) y la cantidad y calidad de su ovoposicién. Los resultados se
compararon con los producidos por un farmaco comercia a base de ivermectina. La lactona 3 provocd un porcentaje de
mortalidad del 30, el més ato de las lactonas en experimentacion y un descenso mayor en la eclosion de la puesta que el
causado por el farmaco comercial usado, o que le confiere un uso potencial como insecticida.
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Introduccién dos campos principalmente: el &rea de los antibidticos, en
la cual se incluyen macrdlidos como la eritromicina

Las lactonas son moléculas aisladas a partir de tejidos producida por Streptomyces erythraeus y ¢ &ea de los

vegetales y de cultivos de Streptomyces sp. Se ha
informado que las lactonas obtenidas de plantas tienen
efectos  citotéxicos, analgésicos, amebicidas® 'y
antimutagéni cos>.

A partir de cultivos de actinomicetos del género
Streptomyces se han obtenido més de 500 lactonas, que

funcionan  como  antibidticos®,  antitumorales®,
antihelminticos, insecticidas, nematicidas,
acaricidas®®’8%1 'y en e tratamiento de la

oncocercosis™.

Las caracteristicas compartidas por las lactonas aisladas
a partir de especies del género Streptomyces permitio
[lamarlas con el nombre genérico de "macrdlidos’, cuya
estructura tiene en comun dos componentes: una aglicona
y un azlcar'.

El amplio espectro de accion de estas molécul as impacto

insecticidas donde los macrdlidos estan representados por
las avermectinas, moléculas que fueron aisladas a partir
de cultivos de Streptomyces avermitilis en 1979”2,

Las avermectinas son lactonas macrociclicas que actlan a
nivel singptico en el sistema nervioso de los organismos;
a unirse a sitios especificos de alta afinidad en las
membranas, provoca un incremento en la permeabilidad
de los iones cloro®®, inhibiendo con esto dltimo la
despolarizacion de la membranay evitando la transmision
del estimulo nervioso.

Estas moléculas cubren un papel importante en el
esguema general de manejo integral de plagas, ya que
cumplen con el doble requisito de ser efectivos agentes
parasiticidasy causar un bajo impacto ambiental®**.
Otras referencias hablan de la capacidad de las
avermectinas para actuar como agentes letales de larvas
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y adultos de algunos insectos y como farmacos de efecto
subletal, al reducir la voracidad de adultos y €l nimero y
laviabilidad de |os huevecillos en algunos parésitos como
lagarrapata de la oreja>®.

En este estudio se describen |os efectos letal y subletal de
cinco lactonas aisladas a partir de cultivo liquido de
Streptomyces sp, CSC 40, sobre hembras gravidas y la
ovoposicion y viabilidad de los huevecillos de la
garrapata del ganado Boophilus annulatus Say, con
aplicaciones a baja concentracion, comparado con el

mismo efecto de un producto comercial aplicado en las
mismas condiciones.

Material y Métodos
Animales

Se usaron garrapatas (Boophilus annulatus Say),
hembras, adultas, gravidas, de segunda generacion en
laboratorio.

Lactonas

Las cinco lactonas en estudio se obtuvieron del cultivo de
la cepa de Streptomyces sp, CSC40, en medio liquido. Al
término de la fase de crecimiento, se realiz6 la deteccion
preliminar de lactonas’. Los actinomicetos fueron
separados del medio de cultivo por centrifugacién a 13
000 g durante 10 minutos a unatemperatura de 4°C.

La pastilla fue separada y la parte liquida fue lavada
repetidas veces con acetato de etilo. La fase orgénica fue
concentrada a sequedad al vacio, el residuo se peso y fue
resuspendido en dos mililitros de acetato de etilo. Este
concentrado se aplicé a una placa preparativa de silicay
se eluyé con hexano.

El marcaje y revelado de las fracciones resultantes se
Ilevo a cabo por exposicién de la placa a luz ultravioleta,
posteriormente se asperj6 la placa con &cido sulfarico 0.5
N y se expuso a una temperatura de 100°C durante cinco
minutos'. Se obtuvieron los Rf de las bandas reveladas.
Cada compuesto identificado como lactona en el
cromatograma fue recuperado y resuspendido en etanol
para su caracterizacion espectrométrica. El farmaco de
referencia fue un producto comercia hecho a base de
ivermectina al 1%*

Parametros a evaluar

Se evalud la tasa de mortalidad de hembras gravidas
después de la aplicacion del tratamiento y hasta el inicio
de la oviposicion, este evento fue considerado como
indicador de sobrevivencia. Posteriormente, se evalud la
cantidad y calidad de la puesta.

* Merck Sharp and Dohme.
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Tratamientos

Se disefiaron siete tratamientos que fueron denominados
de la siguiente manera: Tratamiento A, lactona 1,
tratamiento B, lactona 2; tratamiento C, lactona 3;
tratamiento D, lactona 4; tratamiento E, lactona 5;
tratamiento F, producto comercial ; tratamiento G, testigo
(agua destilada). Se formaron lotes de 25 garrapatas por
tratamiento y cada uno tuvo cuatro repeticiones. El disefio
experimental utilizado fue completamente al azar.

Los primeros cinco tratamientos (lactonas aisladas) se
Ilevaron a cabo a una concentracion de 0.075 % en agua;
el sexto tratamiento se estableci6 con el producto
comercial aunaconcentracion deivermectinaa 1 %.

Procedimiento

Para facilitar el manejo y control de las garrapatas, éstas
se fijaron por la parte ventral posterior a una cinta
adhesiva. Esta accién no provoca una alteracion
fisioldgica importante en las garrapatas, pues las hembras
gravidas tienen la particularidad de inmovilizarse al
empezar laoviposicién, a termino de lacual mueren.

A cada animal se le suministré 50 ? | del tratamiento
respectivo por via tépica en la parte dorsal del
histerosoma. Posteriormente se mantuvieron a una
temperatura promedio de 25°C y un fotoperiodo de 14
horas luz (indirecta) hasta que las garrapatas morian o las
sobrevivientes terminaban la oviposicién. La tasa de
mortalidad se registr6 porcentualmente, mientras que la
oviposicién se evalu6 pesando la masa total de
huevecillos producida por cada individuo. Finalmente, se
tomo la puesta total de diez garrapatas por tratamiento y
de cada una se contaron y aislaron 100 huevecillos; es
decir, 1000 huevecillos por tratamiento, que fueron
incubados hasta eclosion y contadas las larvas
emergentes.

Andlisis estadistico de los resultados

Los resultados de los parametros a medir (mortalidad,
oviposicion y eclosion) se sometieron a un andlisis de
varianza con un nivel de significanciade 0.01.

Resultados

La separacion cromatogréfica permitié identificar cinco
lactonas cuyos Rf y absorcién méaxima se consignan en el
Cuadro 1. El porcentsje de mortalidad, los pesos
promedio de las oviposturas y el porcentaje de eclosiones
por tratamiento se registran jerarquizados por prueba de
Duncan y sefldlados con diferencias altamente
significativas por andlisis de varianza, en el Cuadro 2.

Discusioén

Evidentemente, |os datos de mortalidad muestran una



Cuadro 1
CARACTERIZACION CROMATOGRAFICA Y
ESPECTROMETRICA DE LAS LACTONAS
OBTENIDAS
Lactona Rf Amax (NM)
1 0.044 241
2 0.533 232
3 0.616 238
4 0.738 243
5 0.883 230
Cuadro2

COMPILACION DE RESULTADOSDE
MORTALIDAD, OVIPOSICION Y ECLOSION

Tratamiento Mortalidad Oviposicion Eclosion
(%) (9) (%)
A 0.0 0.069872 38.82
B 10.0 0.052042° 18.72°
C 30.0 0.04378"¢ 5.8°
D 0.0 0.072402 19.1%°
E 0.0 0.069812 22.7%°
F 85.0 0.02473° 7.8°
G 0.0 0.05203%° 34.22
Significancia f f f
Nivel = 0.01

gran diferencia en favor del tratamiento F, lo que permite
asegurar su eficiencia garrapaticida; ademés, las
diferencias resultantes en los promedios de peso de la
oviposicidn muestran que la accion inhibitoria del
producto comercial (tratamiento F, ivermectina) es
bastante efectiva a reducir en méas del 50% el peso de
huevecillos respecto del tratamiento testigo. De las
lactonas en estudio solo la lactona 3 (tratamiento C)
provocO una disminucién de la puesta de
aproximadamente 20%, en comparacién con el testigo.

El andlisis estadistico de los resultados de la oviposicion
muestra una diferencia altamente significativa entre los
resultados del tratamiento F y los demas tratamientos,
aungue la prueba de Duncan coloca a los tratamientos C
(lactona 3) y F (ivermectina) en el mismo intervalo.

La evaluacion del parametro eclosiéon mostré que el
tratamiento C afecté de manera significativa la viabilidad
de la puesta al permitir la eclosion de s6lo 5.8% de los
huevecillos, mientras que en el tratamiento F se registrd
7.8%. Déel resto de los tratamientos, solo la lactona 1
(tratamiento A) no tuvo diferencia en cuanto a
tratamiento testigo. Las lactonas 2, 4 y 5 (tratamientos B,
D y E, respectivamente) tuvieron una accion inhibitoria
de laeclosién mayor que ladel testigo.

Lo observado en este pardmetro muestra que las lactonas
de este estudio en comparacion con el producto comercial

usado, no actdan en forma répida, aniquilando a las
garrapatas, sino que su efecto se empieza a hacer patente
en la oviposicion y se hace evidente a afectar la
viabilidad de los huevecillos.

Por otra parte la inhibicién de la viabilidad de la puesta
con dosis pequefias, permite pensar que los parasiticidas a
base de lactonas podrian aplicarse a animales hospederos
muy sensibles a ellos, como es el caso de los cerdos y
algunas razas de perros'®*,

Ademés, actualmente se busca hacer més efectivo el uso
de parasiticidas y minimizar su impacto sobre el
ambiente'®. Tal vez la blsqueda de farmacos altamente
letales ha dejado de lado lade otros farmacos que, aunque
mas lentos en cuanto a resultados, cumplen a final con €l
mismo objetivo. Probablemente el efecto subletal de
algunos de los farmacos existentes, aplicados a bajas
concentraciones 'y en combinacion con otros biocidas que
provoquen su potenciacién, puede resultar en unapractica
que signifigue un gran ahorro econdémico, un adecuado
control de parasitos de animales domesticos y un
reducido impacto ambiental.

Finalmente, los resultados obtenidos son importantes
porque permiten observar que la lactona 3 producida por
la cepa nativa Streptomyces sp, CSC 40, aplicada a bajas
concentraciones, tiene un efecto subletal muy similar al
causado por €l producto comercial, 10 que hace de esta
cepa una potencial fuente de metabolitos con capacidad
garrapaticida.
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