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Resumen
El uso de plantas bioactivas representa una alternativa para el control de 
Cooperia punctata en el ganado de pastoreo. Los objetivos de este estudio 
fueron: (1) evaluar la actividad ovicida de extractos de cuatro especies de 
plantas contra C. punctata, (2) determinar la participación de los compuestos 
polifenólicos (cp) en la actividad antihelmíntica (ah) y (3) evaluar el mejor 
método de extracción para alcanzar una actividad ovicida. El bioensayo de 
inhibición de la eclosión de huevos (ieh) fue utilizado para evaluar el efecto 
ovicida de Leucaena leucocephala, Gliricidia sepium, Guazuma ulmifolia y 
Cratylia argentea; con diferentes métodos de extracción: acuoso (aq), aceto-
na:agua (aw) y acetónico (ac). Los huevos de C. punctata fueron incubados 
por cuadruplicado a 0.6, 1.2, 2.4, 4.8 y 9.6 mg mL-1 de cada uno de los 
extractos de plantas. La participación de los cp fue determinada mediante 
el uso de polietilenglicol (peg). Los 12 extractos de plantas inhibieron la 
eclosión de huevos de modo dosis-dependiente, y las mejores concentracio-
nes letales medias (CL50) fueron: 1.03 ± 0.17 para G. sepium-ac, y 7.90 ±  
1.19 mg mL-1 para L. leucocephala-aq. Se observaron diferencias en la acti-
vidad ah según el método de extracción (P < 0.05). A mayor concentración, 
L. leucocephala-aq inhibió más del 50 % de la eclosión de C. punctata, 
entretanto, el extracto G. sepium-ac inhibió la eclosión en su totalidad. La 
adición de peg demostró la participación de los cp en la actividad ah de la 
mayoría de los extractos; no obstante, con G. sepium-ac, los cp no fueron los 
principales compuestos bioactivos. En general, el mejor método de extrac-
ción fue acetona:agua, pues permitió obtener una buena actividad ovicida, 
con un mayor rendimiento del extracto. Las tasas de inhibición sugieren que  
L. leucocephala y G. sepium podrían ser evaluadas con la finalidad de reducir 
la densidad larvaria en pastos.
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Introducción
Las nematodosis gastrointestinales se clasifican como la principal enfermedad pa-
rasitaria endémica de las unidades de producción bovina (Fitzpatrick 2013), situa-
ción que afecta la productividad y la salud del ganado (Charlier et al. 2009; Perri 
et al. 2011). Dentro de las especies de nematodos gastrointestinales (ngi) que 
afectan al ganado, Cooperia spp. se considera el género de ngi con mayor preva-
lencia a nivel mundial (Kenyon 2012; Stromberg et al. 2012). Este parásito hace 
que el ganado disminuya el consumo de materia seca y el aprovechamiento de los 
nutrientes (Stromberg et al. 2012). 

Los antihelmínticos de amplio espectro son una herramienta viable para el 
control de los ngi, tienen la capacidad de mejorar la productividad y el desempeño 
animal (Sutherland 2011). Desafortunadamente, la resistencia antihelmíntica (ra) 
de los ngi se ha convertido en un problema emergente para el ganado bovino 
(Gasbarre 2014). Estudios recientes han reportado la emergencia de cepas de 
Cooperia spp., resistentes a lactonas macrocíclicas (lm) (Bartley et al. 2012), ben-
zimidazoles (Arnaud-Ochoa 2012) e imidazotiazoles (Becerra-Nava et al. 2014). 
Por ello, se requieren alternativas para el control de helmintos de ganado bovino, 
a fin de evitar que los ngi se conviertan en un problema más grave debido a 
la diseminación de cepas resistentes y multi-resistentes dentro de las unidades  
de producción.

Una de las alternativas más estudiadas ha sido la utilización de plantas bioac-
tivas con efecto ah (Hoste et al. 2012). Estudios in vitro e in vivo han expuesto el 
efecto ah de algunas plantas utilizando ngi de pequeños rumiantes como modelo 
experimental (Alonso-Diaz et al. 2008a; Alonso-Diaz et al. 2008b; Alonso-Díaz 
et al. 2010; Martinez-Ortiz-de-Montellano et al. 2010; Von Son-de Fernex et al. 
2012); pero existe muy poca información referente a la investigación contra ngi de 
ganado bovino.

Las leguminosas tropicales han recibido mayor atención por su elevada con-
centración de metabolitos secundarios (ms) y por los beneficios que ofrecen de 
acuerdo con su calidad nutricional. La ah de los ms ha sido asociada principalmente 
a la presencia de taninos, debido a su capacidad para interrumpir fases específicas 
del ciclo biológico de los ngi, como la inhibición de la eclosión de huevos, el desa-
rrollo larvario, la motilidad larvaria y el desenvaine larvario (Molan et al. 2000; Atha-
nasiadou et al. 2001; Alonso-Diaz et al. 2008b; Von Son-de Fernex et al. 2012). 
Hoste et al. (2012) han relacionado el efecto ah de los taninos con su capacidad 
de unirse a las proteínas estructurales de la morfología de los nematodos; no 
obstante, algunos reportes han identificado otras moléculas bioactivas con efecto 
ah, como los flavonoides glicosilados, las flavonas y las lactonas sesquiterpénicas 
(Molan et al. 2003; Barrau et al. 2005; Kozan et al. 2013).

Durante la última década, se han estandarizado múltiples métodos de extrac-
ción de fitoquímicos para la evaluación de su efecto ah in vitro, utilizando distintas 
mezclas de solventes. Al ser los taninos condensados (tc) los compuestos más 
analizados, se ha comprobado que el sistema más eficiente para su recuperación 
es la mezcla de acetona:agua (Chavan et al. 2001; Chavan 2013); aunque otros 
métodos de extracción (oleosa, acetato de etilo, acuoso y acetónico) también han 
revelado bioactividad contra diferentes parásitos (Katiki et al. 2011; Botura et al. 
2013; Kozan et al. 2013).
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La evaluación de diferentes métodos de extracción de plantas tropicales po-
dría ayudar a estandarizar extractos con posible efecto ah contra ngi de bovinos, 
y a identificar las clases de fitoquímicos presentes. Los objetivos de este estudio 
fueron: (1) evaluar la actividad ovicida de extractos de cuatro especies de plantas 
contra C. punctata, (2) determinar la participación de los compuestos polifenólicos 
(cp) en su actividad ah y (3) evaluar el mejor método de extracción cuando se 
busca obtener un efecto ovicida.

Materiales y métodos
Material vegetal
En marzo de 2013, en el área experimental del Centro de Enseñanza, Investiga-
ción y Extensión en Ganadería Tropical, de la Facultad de Medicina Veterinaria y 
Zootecnia, de la Universidad Nacional Autónoma de México, localizada en Martínez 
de la Torre (20° 03´ N y 93° 03´ O; 151 msnm), Veracruz, México, se cosecharon 
hojas frescas de Leucaena leucocephala, Cratylia argentea, Gliricidia sepium y 
Guazuma ulmifolia. Estas plantas fueron seleccionadas por su elevada concen-
tración de ms, y porque algunas de ellas expresan actividad ah contra ngi de pe-
queños rumiantes (Alonso-Díaz et al. 2008a, b; Von Son-de Fernex et al. 2012). 

Estos árboles y arbustos forrajeros predominan en la vegetación nativa de Ve-
racruz, se encuentran distribuidos en otras áreas tropicales del mundo (Flores-Gui-
do 2001),  y representan una alternativa nutricional importante para las unidades 
de producción animal.

Método de extracción
Para cada especie de planta, se colectó 1.0 ± 0.15 kg de hojas frescas y se se-
caron   en una estufa de aire a 60 °C por 72 h. Después las hojas fueron molidas 
para obtener partículas de un milímetro, y se colocaron en vasos de precipitado de 
dos  litros con acetona:agua (70:30) y un agitador magnético. Posteriormente, la 
mezcla fue sonicada por cuatro horas a baño María (Branson Sonicator 2510mt®, 
Emerson Industrial Automation, Danbury, USA). 

Para la segunda extracción  se colocaron 500 ± 36.97 g de material vegetal de 
cada planta seca y molida en un vaso de precipitado con acetona, que se mantuvo 
a temperatura ambiente (24 °C) durante 24 horas. Finalmente, se extrajo la parte 
acuosa,  del mismo material vegetal utilizado en la extracción acetónica, que, una 
vez seco  se colocó en agua destilada previamente calentada a 58 °C por dos horas. 

En cada uno de los métodos de extracción, el extracto se obtuvo después 
de filtrar el material (Whatman® qualitative filter paper, Grade 1). A 58 °C, los 
solventes se evaporaron de los extractos mediante el proceso de destilación a baja 
presión en un rotoevaporador (Rotovapor® R-3, Büchi®, Suiza). Los extractos fue-
ron lavados cuatro veces con 500 mL de n-hexano para la remoción de clorofilas 
y lípidos; a través de un embudo de separación se descartó la fracción n-hexánica, 
y se realizó un análisis cualitativo para confirmar que las clorofilas y los lípidos 
se hubieran eliminado. Finalmente, los extractos fueron congelados y liofilizados.
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Bioensayos
Recuperación de huevos de ngi
Los huevos de C. punctata se obtuvieron de un becerro donador infectado con una 
cepa de C. punctata multi-resistente a las lactonas macrocíclicas, benzimidazoles 
e imidazotiazoles (cepa CEIEGT-FMVZ-UNAM, México). Los machos adultos de C. 
punctata se identificaron mediante claves taxonómicas (Gibbons 1981) y técnicas 
moleculares (von Son de Fernex, datos sin publicar). Los becerros se mantuvieron 
en corrales con piso de cemento y se les ofreció heno, concentrado comercial y 
agua ad libitum. Diariamente se colectaron las heces utilizando arneses y bolsas 
de poliuretano. Las muestras fueron almacenadas y procesadas a temperaturas de 
23.37 ± 0.21 °C. A 200 g de heces se les añadió agua corriente (1 L), contamos 
los huevos en un promedio de 150 por gramo de heces (hpgh) y ambas partes 
fueron mezcladas para crear una suspensión relativamente líquida. La suspensión 
se filtró en una criba de 400 µm para remover residuos vegetales, y la suspensión 
obtenida la fue filtrada nuevamente a través de tamices con diferente tamaño de 
poro: 1000, 149 y 74 µm. Finalmente, los huevos se colectaron en un tamiz de  
24 µm. El material contenido en este tamiz, se colocó en tubos centrífugos de  
50 mL, llenos de una solución salina saturada, y fue centrifugado a 3000 rpm du-
rante 15 minutos. El sobrenadante fue lavado con agua corriente en una maya de 
24 µm, de la cual se recobraron los huevos.

Para su cuantificación, los huevos limpios se concentraron y colocaron en tu-
bos centrífugos de 15 mL. La concentración final de huevos se estimó por un 
conteo directo de alícuotas del 10% con un portaobjetos, entonces se obtuvo una 
concentración final de 500 huevos/mL mediante la concentración y dilución de la 
suspensión de huevos con agua destilada. La recuperación de huevos se estan-
darizó de forma que se completara en un lapso promedio de 1.25 ± 0.08 horas.

Bioensayo de la eclosión de huevos (ieh)
Se colocaron aproximadamente 100 huevos/200 µL en cada pozo de una placa 
de cultivo celular de 24 pozos, y se les añadieron 200 µL de concentraciones cre-
cientes del extracto de planta correspondiente (1.2, 2.4, 4.8, 9.6 y 19.2 mg mL-1), 
para obtener concentraciones finales de 0.6, 1.2, 2.4, 4.8 y 9.6 mg mL-1. Se utilizó 
Levamisol al 10% como control positivo para igualar la concentración más elevada 
de los extractos (Dobson et al. 1986). 

Como control negativo para los extractos 70:30 y acuosos, se empleó agua 
destilada; mientras que para los extractos acetónicos, Dimetil-sulfóxido al 2.5% 
(como solvente para los compuestos de baja/nula polaridad en los bioensayos). 
Los pozos control, de igual manera, contenían 200 µL de la suspensión de huevos. 
Se realizaron cuatro réplicas para cada dosis, extracto y control; y se incubaron las 
placas a 27.7 ± 0.1 °C por 48 horas. Para detener la eclosión, se añadió una gota 
de Lugol a cada pozo, y se contabilizaron los huevos sin eclosionar y las larvas 
(vivas o muertas) en cada uno (Coles et al. 1992). 

Para determinar la participación de los compuestos polifenólicos en el efecto 
ah, se incubó una segunda serie con tres tratamientos: i) control negativo (agua 
destilada o dmso al 2.5%), ii) la dosis máxima del extracto analizado (9.6 mg mL-1) 
con peg (19.2 mg mL-1) en un periodo de preincubación de tres horas para que se 
formaran los complejos con los compuestos polifenólicos (previo a la exposición 
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a los huevos), y iii) la dosis máxima del extracto analizado sin la adición de peg 
(Makkar et al. 1995).

Análisis estadístico
Para evaluar el efecto dosis-dependiente entre los extractos de las diferentes espe-
cies de plantas se utilizó un Modelo Lineal General (mlg) (Yij = µ+Tj+Eij), donde la 
variable dependiente fue la eclosión de huevos (Yij), la cual representa la iava ob-
servación obtenida bajo el javo tratamiento. La variable independiente (Tj) corres-
ponde a las concentraciones crecientes de cada extracto de planta, µ representa la 
media general y Eij, la variación residual del error experimental. 

Las medias de los tratamientos se compararon las mediante el análisis de la 
diferencia mínima significativa (dms), y un valor probabilístico indicativo de signifi-
cancia estadística de P < 0.05 (prueba-F). Debido a que los datos se distribuyeron 
de forma normal y homocedástica, no se requirió de transformación alguna (STAT-
GRAPHICS, Centurión xvi versión 16.1.18, USA). 

Cuando no se cumplió con los supuestos del análisis anova, se utilizó una 
prueba de Kruskal-Wallis para: i) comparar las tasas de eclosión obtenidas según 
el extracto de planta aplicado, con y sin la adición de peg; ii) comparar la tasa de 
eclosión entre los métodos de extracción y la especie de planta; y iii) evaluar el 
rendimiento entre los métodos de extracción. El valor probabilístico indicativo de 
significancia estadística fue de P < 0.05 (prueba-H).

El porcentaje de inhibición de la eclosión de huevos (ieh) se calculó con la 
siguiente fórmula:

Inhibición (%) = 100 (1 - Pt / Pc)

Donde Pt es el número de huevos eclosionados en el tratamiento, y Pc es 
el valor obtenido en los controles negativos de agua o dmso (Bizimenyera et al. 
2006). La concentración letal para inhibir el 50% de la eclosión de huevos (CL50) 
de cada extracto se calculó utilizando el Programa de Análisis Probit (Minitab® 
17.1.0, Minitab Inc., USA).

Resultados y discusión
Bioensayo de la eclosión de huevos (IEH)
El porcentaje de eclosión de huevos (± EE) de C. punctata en los controles nega-
tivos ocurrió en un rango de 92.48 ± 1.97% a 95.29 ± 0.76%, y en los controles 
positivos, ocurrió de 31.17 ± 4.69% a 35.49 ± 4.37%. La eclosión de huevos 
en cada uno de los 12 extractos se comportó de manera dosis-dependiente  
(P < 0.01) (figuras 1 a 3). L. leucocephala-aq inhibió más del 50% de la eclosión 
de huevos de C. punctata (P < 0.05; r2 = 69.51%) (figura 1). G. ulmifolia alcan-
zó la máxima tasa de inhibición con la extracción aw 45.42 ± 2.30% (P < 0.01;  
r2 = 95.71%), mientras C. argéntea, la alcanzó a los 35.07 ± 1.40% (P < 0.01;  
r2 = 97.46%) (figura 2). A la concentración máxima, G. sepium-ac inhibió la eclo-
sión de huevos de C. punctata en su totalidad (P < 0.01; r2 = 94.42%) (figura 3). 
Cooperia spp. es uno de los ngi con mayor prevalencia en el ganado de pastoreo. 
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Figura 1. Eclosión de huevos de Cooperia punctata posterior a su incubación en los extractos acuosos de las plantas (* P < 0.05; ** P < 0.01).
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Figura 2. Eclosión de huevos de Cooperia punctata posterior a su incubación en los extractos acetona:agua de las plantas (* P < 0.05; ** P < 0.01).
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 Figura 3. Eclosión de huevos de Cooperia punctata posterior a su incubación en los extractos acetónicos de las plantas (* P < 0.05; ** P < 0.01).

http://veterinariamexico.unam.mx
http://veterinariamexico.unam.mx
http://veterinariamexico.unam.mx
http://dx.doi.org/10.21753/vmoa.3.2.365
http://dx.doi.org/10.21753/vmoa.3.2.365


http://veterinariamexico.unam.mx
9

/
15

Actividad ovicida de plantas contra Cooperia punctata Artículo Científico

DOI: http://dx.doi.org/10.21753/vmoa.3.2.365
Vol. 3  No. 2  April-June  2016

Cuadro 1. Concentraciones letales requeridas para inhibir el 50% de la eclosión de huevos de Cooperia punctata 
(CL50), posterior a su incubación en los extractos bioactivos por 48 h mg mL-1.

Análisis Probit (CL50) de la inhibición de la eclosión  
de huevos de C. punctata (IC 95% normal)

Material vegetal Extracción Media Error Estadístico
Límites

Inferior Superior

L. leucocephala

Acuoso 7.93 1.19 5.59 10.27

70:30 11.77 1.19 9.42 14.12

Acetónico 13.84 1.19 11.51 16.16

C. argentea

Acuoso 15.05 4.44 6.34 23.75

70:30 11.31 0.79 9.78 12.86

Acetónico 14.79 2.51 9.88 19.71

G. sepium

Acuoso 32.63 16.41 0.47 64.79

70:30 15.12 1.86 11.47 18.76

Acetónico 1.03 0.17 0.69 1.37

G. ulmifolia

Acuoso 16.41 5.35 5.92 26.89

70:30 8.84 0.89 7.09 10.59

Acetónico 29.08 9.31 10.83 47.34

El incremento de su resistencia a la quimioterapia, según los reportes, denota la 
importancia de desarrollar estrategias de control nuevas y seguras (Bartley et al. 
2012; Demeler et al. 2013). 

Este trabajo de investigación provee evidencia del efecto ovicida de extrac-
tos de plantas contra huevos y fases de vida libre de C. punctata. Existen pocos 
reportes sobre nuevas tecnologías que permitan controlar las fases de vida libre 
de los ngi en ganado bovino (Novobilsky et al. 2011). Evaluaciones in vitro han 
demostrado que las leguminosas de clima templado tienen actividad contra las 
larvas infectantes de C. oncophora (Novobilsky et al. 2011); no obstante, existen 
pocos reportes relacionados con nuevas tecnologías, que arrojen información so-
bre el control de otras fases de vida libre como la eclosión de huevos. Los huevos 
son una fase biológica de los ngi que poseen una tricapa relativamente gruesa 
(Mansfield et al. 1992), la cual les provee de resistencia al estrés medioambiental 
(temperatura, humedad, radiación UV y pisoteo del ganado). Tales características 
dificultan el desarrollo de estrategias de control efectivas.

Las concentraciones letales, calculadas con los 12 extractos, requeridas para 
inhibir el 50% de la eclosión de huevos, se exponen en el cuadro 1. El mejor valor 
para una concentración letal CL50 de G. sepium-ac fue 1.03 ± 0.17 mg mL-1 y, para 
L. leucocephala-aq fue 7.9 ± 1.19 mg mL-1. En los extractos aw, la CL50 abarcó 
de 8.84 a 15.12 mg mL-1. El efecto dosis-dependiente observado en la mayoría 
de los extractos de plantas indica una respuesta toxicológica de los fitoquímicos 
de las cuatro especies de plantas analizadas (Hoste et al. 2012); sin embargo, se 
requieren nuevos estudios que permitan la identificación y el aislamiento de las 
moléculas con actividad-ah presentes en los extractos con mayor bioactividad. La 
identificación fitoquímica ayudaría a comprender los mecanismos de acción invo-
lucrados en su actividad.
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Participación de los compuestos polifenólicos en la actividad 
ovicida de los extractos de plantas bioactivas
La adición de peg evidenció la participación de los compuestos polifenólicos en la 
mayoría de los extractos de plantas, restaurando los valores de eclosión de huevos 
a valores similares a los obtenidos con los controles negativos (agua destilada o 
dmso 2.5%) (cuadro 2). El polímero hidrofílico peg se ha utilizado para evaluar la 
participación de los compuestos polifenólicos en la bioactividad de los extractos 
(Makkar 2003). Tras la adición de peg, los valores inhibitorios de la mayoría de los 
extractos se restauraron a valores similares a los obtenidos en los controles nega-
tivos, esto indica la predominancia de la participación de los polifenoles (cuadro 

2). Sin embargo, después de añadir peg a G. sepium-ac, se observaron valores 
inhibitorios de 79.85 ± 1.2%, lo que sugiere la posible participación de otros fito-
químicos en la actividad ovicida de los extractos acetónicos. 

El análisis de cromatografía en capa fina es una de las técnicas más empleadas 
para la identificación y diferenciación de fitoquímicos en las plantas medicinales 
(Rafi et al. 2011). Las cromatografías obtenidas con cada extracto de planta, así 
como la aplicación de peg sugieren que, flavonoides de mediana polaridad tienen 
efecto ovicida contra C. punctata.

Nuestros resultados son consistentes con autores que reportan flavonoles 
como la quercetina, la rutina y el kenferol con propiedades antihelmínticas (Barrau 
et al. 2005). Por otro lado, el análisis fitoquímico de G. sepium-ac reveló poseer, 
como componente principal, un fitoquímico de baja polaridad, visible bajo luz UV 
de onda corta (254 nm), pero no-reactivo a as y neu. Además, peg no logró res-
taurar la inhibición de la eclosión de huevos a los valores control (79.85 ± 1.2%), 
situación que sustenta la hipótesis de la presencia de un fitoquímico no flavonoide 
con actividad-ah y difiere de lo reportado por Wabo Poné et al. (2011), quienes 
relacionaron la participación de los tc de los extractos acetónicos de G. sepium  

Cuadro 2. Inhibición de la eclosión de huevos (ieh) obtenida con la concentración máxima (9.6 mg mL-1)  
con y sin la adición de polietilenglicol (peg), entre especies de plantas y métodos de extracción.

Material vegetal
Inhibición de la eclosión de huevos de Cooperia punctata (%)

Extracción IEH (%) PEG_IEH (%)

L. leucocephala Acuoso 52.01 ± 12.4 a 12.59 ± 2.5 b

70:30 35.75 ± 1.53 a 0.82 ± 0.90 b

Acetónico 29.80 ± 1.50 a 2.76 ± 1.50 b

C. argentea Acuoso 25.73 ± 4.10 a 5.86 ± 3.40 b

70:30 35.07 ± 1.40 a 0.16 ± 0.20 b

Acetónico 26.76 ± 4.90 a 0.67 ± 1.60 b

 G. sepium Acuoso A 15.40 ± 1.40 a 1.78 ± 0.90 b

70:30 A 19.59 ± 1.70 a 2.40 ± 0.50 b

Acetónico B 100.0 ± 0.00 a 79.85 ± 1.2 b

G. ulmifolia Acuoso A 27.26 ± 3.40 a 2.48 ± 3.10 b

70:30 B 45.42 ± 2.30 a 0.95 ± 1.20 b

Acetónico A 21.46 ± 3.00 a 1.59 ± 1.50 b

Las letras minúsculas diferentes en la misma fila y diferentes letras capitales entre métodos de extracción de la misma planta, representan diferencias 

estadísticamente significativas (P < 0.05).
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con la inhibición de la eclosión de huevos de H. contortus. En esta investigación no 
fue posible la elucidación estructural del fitoquímico involucrado en el efecto ah; a 
pesar de ello, esta información ayudará a comprender los posibles mecanismos de 
acción sobre C. punctata.

Rendimiento de los extractos de plantas
La extracción fotoquímica arrojó diferencias de rendimiento entre los métodos de 
extracción (P < 0.05). El rendimiento de la extracción aw fue de 10.04 ± 0.91% 
(Media ± EE). Los rendimientos individuales se presentan en el cuadro 3. En este 
análisis, también se compararon los métodos de extracción con base en su acti-
vidad ovicida, donde observamos los mejores valores inhibitorios cuando utiliza-
mos las extracciones uni-solventes (G. sepium-ac y L. leucocephala-aq), lo que 
nos lleva a la percepción de que compuestos con polaridades similares pudiesen 
incrementar la bioactividad. Sin embargo, el desempeño general de cada méto-
do de extracción mediante el análisis de CL50, fue (Media ± EE): 16.64 ± 4.27,  
12.41 ± 1.19 y 13.49 ± 4.59 mg mL-1 para aq, aw y ac respectivamente (cuadro 3). 
Más aun, entre los métodos de extracción, el método aw tuvo el mayor porcentaje 
de rendimiento (P < 0.05). 

Los análisis de esta investigación permitieron determinar que: i) los flavonoi-
des poseen propiedades ovicidas, y ii) los flavonoides son los fitoquímicos pre-
dominantes en las extracciones aw. Esto es consistente con estudios previos que 
señalan la extracción acetona:agua como el sistema más eficiente para la recupe-
ración de fenoles (Chavan et al. 2001; Chavan 2013). 

También estudios fitoquímicos previos han manifestado efectos agonistas/an-
tagonistas entre componentes del mismo extracto (Biavatti 2009), fenómeno que 
explicaría por qué el extracto G. sepium-ac mostró un efecto ovicida excepcional, 
pero la bioactividad fue prácticamente nula en la extracción acetona:agua. No obs-
tante, estas tendencias sólo se observaron con una de las cuatro plantas analizadas 
(G. sepium) y, en general, la actividad ah en la extracción aw fue igual o mayor; sin 
embargo, se requiere de un fraccionamiento bio-dirigido de los fitoquímicos que 
permita la identificación de las moléculas activas presentes en cada extracto, así 
como sus interacciones.

Cuadro 3. Rendimiento de fitoquímicos de las cuatro plantas utilizando tres métodos de extracción  
(acuoso, acetona:agua, acetónico).

Material vegetal
Rendimiento de extracto (%)

Acuoso Acetona:agua Acetónico

L. leucocephala 6.40 7.31 1.33

C. argentea 6.44 9.79 2.67

G. sepium 5.74 9.53 1.01

G. ulmifolia 5.78 10.62 1.00

Mean ± SE 6.09 ± 0.17 a 9.31 ± 0.91b 1.50 ± 0.31c

Las letras diferentes en las medias de cada método de extracción representan diferencias estadísticamente significativas (P < 0.05).
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Conclusiones
Esta investigación corroboró el potencial ovicida de los extractos acetona:agua de 
las plantas contra C. punctata. El uso de peg afirmó que los compuestos polife-
nólicos son los fitoquímicos involucrados principalmente con la actividad ah. Leu-
caena leucocephala y Gliricidia sepium fueron los forrajes con mayor actividad 
antihelmíntica, y se recomienda considerarlos para evaluaciones in vivo posteriores. 
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Abstract
Bioactive plants might represent an alternative for Cooperia punctata control 
in grazing cattle. The objectives of this study were (1) to assess the ovicidal 
activity of extracts from 4 plant species against C. punctata, (2) to determine 
the role of the polyphenols in the plants’ anthelmintic (AH) activity, and (3) 
to evaluate the best plant extraction procedure when searching for ovicidal 
activity. The egg hatch assay was used with different extraction procedures, 
aqueous (AQ), acetone:water (AW) and acetonic (AC), to evaluate the ovicid-
al activity of Leucaena leucocephala, Gliricidia sepium, Guazuma ulmifolia 
and Cratylia argentea. Eggs of C. punctata were exposed in quadruplicate 
to 0.6, 1.2, 2.4, 4.8 and 9.6 mg mL-1 of each plant extract. The roles of the 
polyphenols were assessed using polyethylene glycol (PEG). The 12 plant 
extracts inhibited egg hatching in a dose-dependent manner. Best-fit LC50 
values were 1.03 ± 0.17 and 7.90 ± 1.19 mg mL-1 for G. sepium-AC and L. 
leucocephala-AQ, respectively. Differences in AH activity were found among 
the extraction procedures (P < 0.05). At the highest concentration, L. leu-
cocephala-AQ inhibited more than 50% of C. punctata hatching. The G. 
sepium-AC extract fully inhibited egg hatching. The addition of polyethylene 
glycol revealed the role of the polyphenols in the bioactivity of most plant 
extracts; however, for G. sepium-AC, the polyphenols were not the main bio-
active compounds. Overall, acetone:water extraction represented the best 
extraction procedure to obtain both ovicidal activity and higher yield. The 
inhibition rates suggested that L. leucocephala and G. sepium should be 
evaluated as a means of reducing larval density in pastures.

Keywords: Cattle; Nematodes; Cooperia punctata; Ovicidal effect; Plant extracts.

Introduction
Gastrointestinal nematodosis has been ranked as the main endemic parasitic dis-
ease in cattle production units (Fitzpatrick, 2013), reducing the productivity and 
health of livestock (Charlier et al., 2009; Perri et al., 2011). Among the gastrointes-
tinal nematodes (GIN) that affect cattle, Cooperia spp. have been highlighted as 
the nematodes with higher prevalence in grazing cattle around the world (Kenyon 
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and Jackson, 2012; Stromberg et al., 2012). These parasites decrease the amount 
of dry feed consumed and nutrient uptake or utilization (Stromberg et al., 2012). 
Broad-spectrum anthelmintics (AHs) are a suitable tool for the control of GIN, and 
the application of these anthelmintics enhances the productivity and performance 
of animals (Sutherland and Leathwick, 2011). Unfortunately, resistance has be-
come an emerging problem among cattle nematodes (Gasbarre, 2014). Recent 
studies have reported the emergence of Cooperia spp. strains resistant to mac-
rocyclic lactones (ML) (Bartley et al., 2012), benzimidazoles (Arnaud-Ochoa and 
Alonso Díaz, 2012) and imidazothiazoles (Becerra-Nava et al., 2014). Thus, novel 
approaches for helminth control in cattle are required before GIN becomes a major 
problem due to the spread of highly resistant and multi-resistant strains among 
farms.

One of the most studied novel approaches has been the use of bioactive 
plants having anthelmintic effects (Hoste et al., 2012). In vitro and in vivo studies 
have shown the anthelmintic effect of some plants when using GIN from small 
ruminants as models (Alonso-Diaz et al., 2008a; Alonso-Diaz et al., 2008b; Alon-
so-Díaz et al., 2010; Martinez-Ortiz-de-Montellano et al., 2010; Von Son-de Fernex 
et al., 2012), whereas little research has been carried out with cattle nematodes.

Tropical browse legumes are one of the most studied forages due to their high 
content of plant secondary metabolites (PSMs), along with their benefits, which are 
obtained from their nutritional quality. Anthelmintic activity of PSMs has been main-
ly associated with the presence of tannins due to their capacity to interrupt specific 
nematode life-stages, such as inhibiting egg hatching, larval development, larval 
motility and larval exsheathment (Molan et al., 2000; Athanasiadou et al., 2001; 
Alonso-Diaz et al., 2008b; Von Son-de Fernex et al., 2012). The AH effect from 
tannins is related to the ability of the tannins to create chemical bonds with struc-
tural proteins present in nematodes morphology (Hoste et al., 2012). However, 
few reports have identified other bioactive molecules such as flavonol glycosides, 
flavones and sesquiterpene lactones as being involved in AH effects (Molan et al., 
2003; Barrau et al., 2005; Kozan et al., 2013).

Over the last decade, multiple extraction procedures that use different solvents 
and mixtures for phytochemical extractions have been standardized for in vitro AH 
evaluations. As condensed tannins (CTs) have been the most targeted compounds 
for investigation, the system proven most efficient for CT recovery is the mixture of 
acetone:water (Chavan et al., 2001; Chavan and Amarowicz, 2013), although dif-
ferent extraction methods (oleaginous, ethyl acetate, aqueous and acetonic) have 
also shown bioactivity against different parasites (Katiki et al., 2011; Botura et al., 
2013; Kozan et al., 2013). The evaluation of different extraction procedures for 
tropical plants might help to standardize extracts with possible AH effects against 
cattle nematodes and to identify the phytochemical classes present. The objectives 
of this study were (1) to assess the ovicidal activity of extracts from four plant 
species against C. punctata, (2) to state the role of polyphenols in the plants’ 
anthelmintic activity, and (3) to evaluate the best plant extraction procedure when 
searching for ovicidal activity.
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Materials and methods
Plant material
Fresh leaves of Leucaena leucocephala, Cratylia argentea, Gliricidia sepium and 
Guazuma ulmifolia were harvested during March 2013 from an experimental area 
located at the Centro de Enseñanza, Investigación y Extensión en Ganadería Tropi-
cal (Center for Research, Teaching and Extension in Tropical Livestock) of the Facul-
tad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (Faculty of Veterinary Medicine and Animal 
Science) of the Universidad Nacional Autónoma de México (National Autono-
mus University of Mexico), located in Martínez de la Torre (20°03' N y 93°03' O;  
151 m above sea level), Veracruz, Mexico. These plants were chosen because they 
have high levels of secondary plant metabolites, and some of the plants have been 
reported to exhibit AH activity against GIN of small ruminants (Alonso-Díaz et al., 
2008 a, b; Von Son-de Fernex et al., 2012). Furthermore, these plants are pre-
dominant within the native vegetation of Veracruz and are also distributed in other 
tropical areas of the world (Flores-Guido, 2001). These fodder trees and shrubs are 
an important nutritional alternative for animal production.

Extraction procedure
For each plant species, 1 ± 0.15 kg of fresh leaves were air-dried at 60 °C for  
72 h and then placed in a grinder to obtain particles of 1 mm in size. This material 
was then placed in a glass beaker (2 L) containing acetone:water (70:30) with a 
magnetic stirrer. The mixture was then sonicated for 4 h in a water bath (Branson 
Sonicator 2510MT®, Emerson Industrial Automation, Danbury, USA). The second 
extraction was performed by placing 500 ± 36.97 g of dried ground material from 
each plant species in a mixer with acetone and maintained at room temperature 
(24 °C) for 24 h. Finally, an aqueous extraction was performed, using the same 
ground material used for the acetonic extraction, which, after being dried, was 
placed in distilled water previously heated at 58 °C for 2 hours. For all extraction 
procedures, the extract was obtained from the filtered material using filter paper 
(Whatman® qualitative filter paper, Grade 1). Solvents were evaporated from the 
extracts at 58 °C using a low pressure distillation procedure in a rotovapor ma-
chine (Rotovapor® R-3, Büchi®, Switzerland). Extracts were washed 4 times with  
500 mL of n-hexane to remove the chlorophyll and lipids, and a separation funnel 
was used for discarding the n-hexane fraction. Before the n-hexane fraction was 
discarded, a qualitative chromatographic profile was performed to confirm that only 
chlorophyll and lipids were removed. Finally, extracts were frozen and lyophilized to 
obtain the dry ground extracts.

Bioassays
Egg recovery
Eggs were obtained from a donor calf infected with the C. punctata strain multi-re-
sistant towards macrocyclic lactones, benzimidazoles and imidazothiazoles (CEI-
EGT-FMVZ-UNAM strain, Mexico). Adult males of C. punctata were identified using 
taxonomic keys (Gibbons, 1981) and molecular techniques (Von Son de Fernex, 
unpublished). Calves were housed indoors on a concrete floor, provided with hay 
and commercial concentrate and allowed free access to water. Feces were collect-
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ed daily using harnesses and polyurethane collection bags; samples were stored 
and processed at temperature of 23.37 ± 0.21 °C (mean ± SE). Tap water (1 L) 
was added to 200 g of feces with a fecal egg count (FEC) of 150 eggs per gram 
of feces (EPGF) and mixed to produce a relatively liquid suspension. Liquid feces 
were filtered through a household sieve with a 400-µm mesh size to remove 
coarse plant debris. Then, the suspension was serially filtered through sieves with 
pore sizes of 1000, 149 and 74 µm, with the eggs finally being trapped on a 24 µm 
mesh. The material on the 24-µm mesh was washed into 50-mL centrifuge tubes, 
which were filled with a saturated NaCl solution and centrifuged at 3000 rpm for 
15 min. The supernatant was washed in tap water through a 24-µm mesh sieve, on 
which the eggs were collected. Clean eggs were concentrated and placed in 15-mL 
centrifuge tubes for counting. The egg concentration was estimated by counting the 
number of eggs in aliquots of 10 % of the suspension on a microscope slide. A final 
concentration of 500 eggs/mL was achieved either by concentrating the egg sus-
pension through centrifugation or by diluting it with distilled water. The egg recovery 
process was standardized for completion in 1.25 ± 0.08 hours (mean ± SE).

Egg hatching assay (EHA)
Approximately 100 eggs/200 µL of egg suspension were pipetted into each well 
of a 24 well culture plate, and 200 µL of increasing concentrations (1.2, 2.4, 4.8, 
9.6 and 19.2 mg mL-1) of the corresponding plant species extract were placed 
in each test well. Thus, we obtained final concentrations of 0.6, 1.2, 2.4, 4.8 and  
9.6 mg mL-1. Levamisole was used as a positive control at a concentration of  
10 % to equal the highest plant extract concentration (Dobson et al., 1986). Dis-
tilled water was employed as a negative control for the 70:30 and aqueous extracts; 
whereas 2.5 % dimethyl sulfoxide (DMSO) was used for acetonic plant extracts 
(because it was employed as a low/non-polar compound solvent for the bioas-
says). Control wells also contained 200 µL of the egg suspension. Four replicates 
were run for each dose, extract and control. The plates were incubated at 27.7 ± 
0.1 °C (mean ± SE) for 48 h. A drop of Lugol’s iodine solution was added to each 
well to stop further hatching, and all the unhatched eggs and larvae (dead or alive) 
in each well were counted (Coles et al., 1992). To confirm the role of polypheno-
lic compounds in an AH effect, another series of incubations was performed for  
3 treatments: i) negative control (distilled water or DMSO 2.5 %), ii) the maximum 
dose of the extract to be tested (9.6 mg of extract/mL) with PEG (19.2 mg mL-1) 
and a pre-incubation period of 3 h to bind the polyphenolic compounds (before 
egg exposure), and iii) the maximum dose of incubation without PEG (Makkar et 
al., 1995).

Statistical analysis
A General Lineal Model (GLM) was used to assess a dose-dependent behaviour 
within each plant species extract (Yij = µ + Tj + Eij), where the dependant variable 
was the egg hatching (Yij), which represents the ith observation taken under the jth 
treatment; the independent variable was the increasing concentration of each plant 
extract (Tj); µ represents the general mean; and Eij represents the residual variation 
or experimental error. Treatment means comparisons were performed with a Least 
Significant Difference (LSD) test, and the probability value indicative of statistical 
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significance was P < 0.05 (F-test). No transformation was required because the 
data had normal distribution and homoscedasticity (STATGRAPHICS, Centurion XVI 
version 16.1.18, USA). A Kruskal-Wallis test was used to i) compare the egg hatch-
ing rates obtained for each plant species extract with and without PEG addition,  
ii) compare the egg hatching rate among extraction procedures within each plant 
species, and iii) evaluate extract yields among extraction procedures. Kruskal-Wallis 
test was employed when assumptions of ANOVA analysis did not met. The proba-
bility value indicative of statistical significance was P < 0.05 (H-test).

The percentage of egg hatching inhibition (EHI) was calculated using the fol-
lowing formula: Inhibition (%) = 100 (1 - Pt / Pc),where 1 represents the total 
number of eggs, Pt is the number of eggs hatched in a treatment group, and Pc is 
the respective number in water or DMSO control groups (Bizimenyera et al., 2006). 
The lethal concentration to inhibit 50 % of egg hatching (LC50) was calculated for 
each extract using a Probit Analysis Program (Minitab® 17.1.0, Minitab Inc., USA).

Results and discussion
Egg hatching assay (EHA)
The mean egg hatching (± SE) of C. punctata in negative and positive control 
groups ranged from 92.48 ± 1.97 % to 95.29 ± 0.76 % and 31.17 ± 4.69 %  
to 35.49 ± 4.37 %, respectively. Egg hatching showed a dose-dependent be-
haviour when exposed to each of the 12 extracts (P < 0.01) (Figures 1 to 3). Leu-
caena leucocephala-AQ inhibited more than 50 % of the C. punctata egg hatching  
(P < 0.05; r2 = 69.51 %) (Figure 1). For G. ulmifolia and C. argentea, the high-
est inhibition rate was obtained with the AW extraction procedure: 45.42 ± 2.3%  
(P < 0.01; r2 = 95.71 %) and 35.07 ± 1.40 % (P < 0.01; r2 = 97.46 %), respec-
tively (Figure 2). At the highest concentration, the G. sepium-AC fully inhibited hatch-
ing of the C. punctata eggs (P < 0.01; r2 = 94.42 %) (Figure 3). Cooperia spp. is 
responsible for one of the GINs with higher prevalence in grazing cattle. Increasing 
reports of nematode resistance to chemotherapy notes the need to develop effec-
tive and secure strategies of control (Bartley et al., 2012; Demeler et al., 2013). 
This work provides evidence of the ovicidal effect of bioactive plant extracts against 
the egg and free-living stages of C. punctata. Reports on the novel technologies 
available to control free-living stages of cattle nematodes are scarce (Novobilsky 
et al., 2011). Previous in vitro assessments have shown temperate legumes to be 
active against the infective larvae of C. oncophora (Novobilsky et al., 2011), but few 
reports exist on the novel technologies available for other free-living stages such 
as egg hatching. The nematode egg is a GIN biological stage with a relatively thick 
tri-layered shell (Mansfield et al., 1992), which provides resistance to adverse en-
vironmental conditions (temperature, moisture, UV radiation and trampling). These 
characteristics complicate the development of effective control strategies.

The lethal concentrations required for 50 % of hatching inhibition calculated 
for all 12 extracts are presented in Table 1. Best-fit LC50 values were 1.03 ± 0.17 and 
7.9 ± 1.19 mg mL-1 for G. sepium-AC and L. leucocephala-AQ, respectively. For the 
AW extracts, the LC50 ranged from 8.84 to 15.12 mg mL-1. The significant dose-de-
pendent effect observed for most of the plant extracts indicates a toxicological 
response of the phytochemicals present in the 4 plant species evaluated (Hoste et 
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Figure 1. Cooperia punctata egg hatching after incubation in aqueous plant extracts (* P < 0.05; ** P< 0.01).
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Figure 2. Cooperia punctata egg hatching after incubation in acetone:water plant extracts (* P < 0.05; ** P< 0.01).
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 Figure 3. Cooperia punctata egg hatching after incubation in acetonic plant extracts (* P < 0.05; ** P< 0.01).
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Table 1. Lethal concentrations required to inhibit 50% of Cooperia punctata egg hatching (LC50),  
after a 48-h incubation period with bioactive extracts (mg mL-1).

Probit analysis (LC50) for C. punctata egg  
hatching inhibition (95% Normal CI)

Plant material Extraction Mean Std. Error
Limits

Lower Upper

L. leucocephala Aqueous 7.93 1.19 5.59 10.27

70:30 11.77 1.19 9.42 14.12

Acetonic 13.84 1.19 11.51 16.16

C. argentea Aqueous 15.05 4.44 6.34 23.75

70:30 11.31 0.79 9.78 12.86

Acetonic 14.79 2.51 9.88 19.71

G. sepium Aqueous 32.63 16.41 0.47 64.79

70:30 15.12 1.86 11.47 18.76

Acetonic 1.03 0.17 0.69 1.37

G. ulmifolia Aqueous 16.41 5.35 5.92 26.89

70:30 8.84 0.89 7.09 10.59

Acetonic 29.08 9.31 10.83 47.34

al., 2012). However, further studies are necessary for the identification and isolation 
of the AH-like molecules present in the most active extracts. Phytochemical identifi-
cation could help to understand the ongoing mechanisms involved in their activity.

Role of polyphenols in the ovicidal activity  
of bioactive plant extracts
The addition of polyethylene glycol revealed the role of polyphenolic compounds 
in the ovicidal activity of most plant extracts, restoring egg hatching to values similar 
to those for control groups (distilled water or DMSO 2.5 %) (Table 2). Howev-
er, almost no reestablishment was achieved with G. sepium-AC (EHI of 79.85 ±  
1.2 %), discarding polyphenols as the main bioactive compound present in those 
extracts (Table 2). The hydrophilic polymer PEG was utilized to test for the role of 
polyphenols in the extracts regarding bioactivity (Makkar, 2003). When PEG was 
added, the inhibition values of most extracts were restored to values similar to 
those obtained with negative controls indicating the predominate role of polyphe-
nols (Table 2). Nevertheless, inhibition values of 79.85 ± 1.2 % were obtained after 
PEG addition for G. sepium-AC, which suggests the possible involvement of other 
phytochemicals in the ovicidal activity of the acetonic extracts. Thin layer chroma-
tography analysis is one of the most frequently used techniques when evaluating 
herbal medicines for the identification and differentiation of phytochemical classes 
(Rafi et al., 2011). The chromatographs obtained for each plant extract, as well as 
the use of PEG, suggest that medium-polar flavonoids have ovicidal activity against 
C. punctata. This is in agreement with previous authors who have reported flavo-
nols, such as quercectin, rutin and kempherol, as having AH properties (Barrau et 
al., 2005). On the other hand, fingerprint analysis of G. sepium-AC extract show 
the predominant constituent to be a low polar phytochemical visible under UV 
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short wave (254 nm) but non-reactive when sprayed with AS and NEU reagents. 
Additionally, PEG failed to restore egg hatching inhibition to control values (79.85 ±  
1.2 %), thus supporting the suggestion of a non-flavonoid phytochemical with 
AH-like activity but disagreeing with Wabo Poné et al. (2011), who linked the role 
of CT in G. sepium-AC extracts to H. contortus egg hatching inhibition. It was not 
possible to elucidate the phytochemical involved in the AH effect in the present 
study; however, this information could be helpful to a better understanding of the 
possible mechanisms of action on C. punctata.

Plant extract yields
Phytochemical extraction showed yield differences among the extraction proce-
dures (P < 0.05). The AW extraction provided a yield of 10.04 ± 0.91 % (Mean 
± SE). Individual yield percentages are shown in Table 3. In this study, extraction 
procedures were also compared based on their ovicidal activity. Best inhibitory 
values were observed using uni-solvent extractions (G. sepium-AC and L. leuco-
cephala-AQ), leading to the perception that compounds with similar polarity fea-
tures could enhance bioactivity. Yet the overall performances of each extraction 
procedure, assessed through LC50, were 16.64 ± 4.27 (Mean ± SE), 12.41 ± 1.19 
and 13.49 ± 4.59 mg mL-1 for AQ, AW and AC, respectively (Table 3). Further-
more, among the extraction procedures, AW showed the highest yield percentage  
(P < 0.05). 

Analyses in this investigation allowed for the determination of both i) flavonoids 
having ovicidal activity and ii) flavonoids predominant in the AW extractions. The 
latter is consistent with previous studies that report the acetone:water extraction as 
the most efficient system for phenol recovery (Chavan et al., 2001; Chavan and 
Amarowicz, 2013). Previous phytochemical studies have reported a synergistic/
antagonistic effect among components from the same extract (Biavatti, 2009), 

Table 2. Egg hatching inhibition (EHI) obtained with the highest concentration tested (9.6 mg mL-1) with or without 
addition of polyethylene glycol (PEG), among plant species and extraction procedures. Different small letters in the 

same row and different capital letters amongst extraction procedures of the same plant, represent statistically significant 
differences (P < 0.05).

Plant material
Cooperia punctata egg hatching inhibition (%)

Extraction EHI (%) PEG EHI (%)

L. leucocephala Aqueous 52.01 ± 12.4 a 12.59 ± 2.5 b

70:30 35.75 ± 1.53 a 0.82 ± 0.90 b

Acetonic 29.80 ± 1.50 a 2.76 ± 1.50 b

C. argentea Aqueous 25.73 ± 4.10 a 5.86 ± 3.40 b

70:30 35.07 ± 1.40 a 0.16 ± 0.20 b

Acetonic 26.76 ± 4.90 a 0.67 ± 1.60 b

 G. sepium Aqueous A 15.40 ± 1.40 a 1.78 ± 0.90 b

70:30 A 19.59 ± 1.70 a 2.40 ± 0.50 b

Acetonic B 100.0 ± 0.00 a 79.85 ± 1.2 b

G. ulmifolia Aqueous A 27.26 ± 3.40 a 2.48 ± 3.10 b

70:30 B 45.42 ± 2.30 a 0.95 ± 1.20 b

Acetonic A 21.46 ± 3.00 a 1.59 ± 1.50 b
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which could explain how the G. sepium-AC extract showed an exceptional ovicidal 
performance, but when the extractions were performed with acetone:water, the 
bioactivity was barely noticeable. Thus, such data trends were only observed in one 
of the four plants analyzed, G. sepium, and overall, the AW extraction showed equal 
or improved AH activity. However, further bio-guided phytochemical fractionation 
is suggested for the determination of the active molecules present in each plant 
extract and their interactions.

Conclusions
The present investigation corroborated the ovicidal potential of acetone:water plant 
extracts against C. punctata. The use of PEG indicated that polyphenolic com-
pounds were the main phytochemical class involved in the AH activity. Leucaena 
leucocephala and Gliricidia sepium were the forages with the strongest anthelmint-
ic-like phytochemicals, and they could be considered for further in vivo evaluations.
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Table 3. Phytochemical yield of 4 plant materials using 3 extraction procedures (aqueous, acetone:water, and acetonic). 
Different letters in the means of each extraction procedure represent statistically significant differences (P < 0.05).

Plant material
Extraction yield (%)

Aqueous Acetone:water Acetonic

L. leucocephala 6.40 7.31 1.33

C. argentea 6.44 9.79 2.67

G. sepium 5.74 9.53 1.01

G. ulmifolia 5.78 10.62 1.00

Mean ± SE 6.09 ± 0.17 a 9.31 ± 0.91b 1.50 ± 0.31c
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